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1 Einleitung  
1.1 Legionärskrankheit  
Im Jahre 1976 erkrankten von über 4000 Teilnehmern des Veteranentreffens der American 
Legion anlässlich der Jahrestagsfeier der Unabhängigkeitserklärung in Philadelphia 221 
Teilnehmer an schwerer Pneumonie, 34 von ihnen verstarben an einem bis dato unbekannten 
Verursacher (FRASER ET AL., 1977). Nach intensiver Suche gelang es mit Methoden der 
Rickettsienforschung aus dem Lungengewebe der verstorbenen Veteranen die potentiellen 
Erreger zu isolieren. Diese konnten in Bruteiern angezüchtet und der Infektionsverlauf im 
Tiermodell nachgestellt werden (MCDADE ET AL., 1977). Eine Zuordnung der isolierten 
Bakterien auf Grund des GC-Gehalts der DNA zu schon bekannten Bakterienfamilien war 
nicht möglich, weshalb der Erreger in der neuen Familie der Legionellaceae zusammengefasst 
wurde (BRENNER ET AL., 1979). 
Mit Weiterentwicklung der Nachweismethoden zeigte die Untersuchung konservierter 
Patientenseren, dass auch schon frühere Ausbrüche mit ähnlichen Symptomen Vertretern 
dieser Familie zuzuschreiben waren, u.a. bei Erkrankungen 1957 in Minnesota, 1965 in 
Washington und 1974 in Philadelphia. Auch wurde im Nachhinein ein 1947 isolierter 
Bakterienstamm, damals als OLDA bezeichnet, in Legionella pneumophila umbenannt 
(JACKSON ET AL., 1952).   
1.2 Taxonomie und Vorkommen von Legionellen  
Mit 15 Serogruppen ist Legionella pneumophila der umfassenste Vertreter unter den 
Legionellen. Bis heute sind 47 Spezies (siehe Tabelle 1.1) mit mehr als 60 Serogruppen 
(www.bacterio.cict.fr) bekannt (BENSON AND FIELDS, 1998). Auf Grund der weiten 
Verbreitung ist davon auszugehen, dass noch weitere Spezies und Serovare hinzukommen 
werden. Alle Spezies sind taxonomisch der Gattung Legionella zuzuordnen, dem einzigen 
Genus der Familie der Legionellaceae, die zur -Subgruppe der Proteobakterien gehört 
(HARRISON AND SAUNDERS, 1994). Die Klassifizierung erfolgt auf genetischer Ebene, wobei 
als Kriterium 70% DNA-Homologie für die Spezieszuordnung gilt. Aber auch chemische 
Komponenten wie z.B. Fettsäuren und Membranproteine können zur Speziesbestimmung 




Tabelle 1.1 bis heute entdeckte Legionella ssp. und deren Krankheitsassoziation 
Spezies Anzahl der Serogruppen Krankheitsassoziation 
L. adelaidensis 1 1
L. anisa 1 1,2
L. beliardensis 1 4
L. birminghamensis 1 1
L. bozemanii 2 2
L. brunensis 1 4
L. busanensis 1 4
L. cherrii 1 4
L. cincinnatiensis 1 1
L. dumoffii 1 1
L. erythra 2 4
L. fairfieldensis 1 4
L. feeleii 2 1,2
L. geestiana 1 4
L. gormanii 1 1
L. gratiana 1 4
L. gresilensis 1 4
L. hackeliae 2 1
L. israelensis 1 4
L. jamestowniensis 1 4
L. jordanis 1 1
L. lansingensis 1 1
L. londiniensis 2 4
L. longbeachae 2 1
L. lytica 1 3
L. maceachernii 1 1
L. micdadei 1 1,2
L. moravica 1 4
L. nautarum 1 4
L. oakridgensis 1 1
L. parisiensis 1 1
L. pneumophila 15 1,2
L. quateirensis 1 4
L. quinlivanii 2 4
L. rubrilucens 1 4
L. sainthelensi 2 1
L. santicrucis 1 4
L. shakespearei 1 4
L. spiritensis 2 4
L. steigerwaltii 1 4
L. taurinensis 1 4
L. tucsonensis 1 1
L. wadsworthii 1 1
L. walthersii 1 4




4 unbekannt   
Legionellen sind ubiquitär verbreitet, jedoch vornehmlich an aquatische Habitate gebunden. 
Die Besonderheiten der Bakterienoberfläche (siehe Kapitel 1.3) führen zu einer hohen 
Hydrophobizität, weshalb sich Legionellen im Schaum von Rückkühlwerken und in 
Wassersystemen leicht anreichern können. Schwankende Umweltbedingungen in natürlichen, 




erforderten eine Anpassung. Ein Weg war das Eindringen in Protozoen, in denen sich 
Legionellen obligat als intrazelluläre Parasiten vermehren (HENKE AND SEIDEL, 1986; 
ROWBOTHAM, 1980). Natürliche Wirte sind u. a. Vertreter der Gattungen Acantamoeba 
(HOLDEN ET AL., 1984), Naegleria (NEWSOME ET AL., 1985), Hartmannella (WADOWSKY ET 
AL., 1988) und Tetrahymena (FIELDS, 1996; FIELDS ET AL., 1993; FIELDS ET AL., 1986). 
Kürzlich konnte Balamuthia mandrillaris, eine freilebende Amöbe, die in Säugetieren 
Enzephalitis verursacht, mit L. pneumophila infiziert werden, was zu einer kompletten 
Zerstörung der Wirtszelle führte (SHADRACH ET AL., 2005). Durch ihre parasitische 
Lebensweise sind die Bakterien unter natürlichen Bedingungen vor Umwelteinflüssen, 
Austrocknung und Desinfektionsmitteln geschützt. Auch ist dadurch ihr Transport zu anderen 
Habitaten möglich. Gleichzeitig wurden aber auch schon verschiedene Legionella-Spezies aus 
dem Boden isoliert (FIELDS, 1996).  
Über künstliche Wassersysteme in den menschlichen Organismus aufgenommen, können 
Epithelzellen, aber vor allem humane Makrophagen als Wirtszellen befallen werden (ALLI ET 
AL., 2000; ELLIOT AND WINN, 1986; GIBSON III ET AL., 1994; STONE AND ABU KWAIK, 1998). 
Als eigenständiger Organismus kann ein Legionella-Stäbchen über einen längeren Zeitraum 
(ca. 2,4 Jahre) in der Umwelt in einem sogenannten VBNC-Stadium ( Viable but not 
culturable stadium ) überleben (HUSSONG ET AL., 1987; PASZKO-KOLVA ET AL., 1992). Durch 
Kokultur mit Acantamoeba castellanii ist einmal die Wiederbelebung solcher VBNC -
Bakterien gelungen (STEINERT ET AL., 1997). Ob diese auch, wie für VBNC von Vibrio 
vulnificus beschrieben, temperaturbeeinflusst ist, wurde bisher nicht geklärt (OLIVER ET AL., 
1995; OLIVER AND BOCKIAN, 1995). VBNC`s sind nicht als Pneumonieerreger zu 
vernachlässigen, da an VBNC von Shigella dysenteriae Typ1 gezeigt wurde, dass Virluenz-
Faktoren durchaus erhalten bleiben (RAHMAN ET AL., 1996). So konnte im Nachhinein durch 
Infektion von A. polyphaga mit dem Sputum eines an Pneumonie erkrankten Patienten L. 
anisa als Krankheitsverursacher ermittelt werden, obwohl die Kultur auf Legionella-
Nährboden und der Urin-Antigennachweis negativ ausfielen (LA SCOLA ET AL., 2001). 
Neben den klassischen Vertretern der Gattung Legionella sind seit 1954 bisher zwölf 
sogenannte LLAP Legionella-like-amoebal pathogens (siehe Tabelle 1.2) bekannt 
(ADELEKE ET AL., 1996; ADELEKE ET AL., 2001; DROZANSKI, 1956; LA SCOLA ET AL., 2004; 
NEWSOME ET AL., 1998). Der Grund für die geringe Anzahl ist ihre äußerst schwierige 
Isolation aus Patientenmaterial oder Umweltproben, da sich LLAP nicht auf künstlichen 
Medien anzüchten lassen, sondern nur in Kokultur mit Protozoen nachweisbar sind. 1986 




aus dem Sputum eines an Pneumonie erkrankten Patienten. Alle anderen bis heute bekannten 
LLAP wurden aus dem Boden, industriellen und privaten Wasseranlagen wie etwa 
Rückkühltürmen, Duschköpfen und Whirlpools isoliert.   
       Tabelle 1.2: LLAP`s und ihre Krankheitsassoziation  
Bezeichnung  Krankheitsassoziation Isolationsort 
LLAP-1 L. drozanskii  ? Wassertank 
LLAP-2 L. sp. ? Dampfreiniger 
LLAP-3 L. lytica ja Sputum eines Patienten 
LLAP-4 L. sp. ? Krankenhauswhirlpool 
LLAP-6 L. rowbothamii  ? ? 
LLAP-7 L. lytica ? Flüssigkeitsturm einer Fabrik 
LLAP-8 L. sp. ? Whirlpool eines Hotels 
LLAP-9 L. lytica ? Kühlwasser einer Fabrik 
LLAP-10 L. fallonii  ? Klimaanlage auf Schiff 
LLAP-11 L. sp. ? Kühlwasser einer Fabrik 
LLAP-12 L. drancourtii ? Kühlsystem einer Fabrik 
LLAP-14 L. sp. ? ? 
Durch die Besiedlung der gleichen Habitate, die auch von den anzüchtbaren Vertretern der 
Gattung Legionella besiedelt werden, sind auch die LLAP`s als Pneumonieverursacher in 
Betracht zu ziehen. Neben der schwierigen Anzucht beschränkt sich die serologische 
Diagnostik nur auf den Titeranstieg von LLAP-Antikörpern im Blut von Pneumoniepatienten. 
Bis heute gibt es keine serologischen Tests auf LLAP`s. Bleibt nach einer Pneumonie der 
Erregernachweis auf Legionellen oder andere Pneumonieerreger negativ, so ist die Infektion 
mit einem LLAP in Betracht zu ziehen.    
1.3 Morphologie und Stoffwechsel  
Legionella ssp. sind sporen- und kapsellose Stäbchen mit einer durchschnittlichen Länge von 
1,5 - 20 m und einem Durchmesser von 0,3 - 0,9 m. Dabei kann die Morphologie in 
Abhängigkeit der Kulturbedingungen und der Wachstumsphase variieren (BACHMANN AND 
SWANSON, 2001; OLDHAM AND RODGERS, 1985). So wurden nach Passagierung auf 
künstlichen Nährböden Legionellen mit einer Länge von bis zu 50 m beobachtet (MCDADE 
ET AL., 1977). Zur primären Anzucht auf künstlichen Nährböden ist L-Cystein-HCl nötig, 




Außer den Spezies L. londiniensis, L. nautarum und L. oakridgensis sind alle Vertreter durch 
ein, zwei oder mehrere Flagellen beweglich (CHANDLER ET AL., 1980; THOMASON ET AL., 
1979). Der grundsätzliche Aufbau aller Legionellen entspricht dem anderer gram-negativer 
Stäbchen, Unterschiede sind hauptsächlich an der Bakterienoberfläche, insbesondere beim 
LPS, zu finden. Der Aufbau des LPS (Lipopolysaccharid) bestimmt die serologische Vielfalt 
der Legionellen (CIESIELSKI ET AL., 1986). So unterscheiden sich die einzelnen Spezies in der 
Länge der Fettsäuren (DIOGO ET AL., 1999). Fehlende freie Hydroxylgruppen bedingen eine 
hydrophobe Bakterienoberfläche, die zum einen zu einer Anreicherung in künstlichen 
Wassersystemen und zum anderen zu einer erfolgreicheren Adhäsion an eine Wirtszelle führt. 
Die äußere Core-Region des Legionella-LPS enthält im Vergleich zu anderen Bakterien keine 
Heptose- oder Phosphatgruppe und besitzt deshalb ebenfalls hydrophobe Eigenschaften. Auch 
das Lipid A, aus einem Grundgerüst von biphosphorylierten Disaccachariden aufgebaut, 
weicht mit den im Vergleich zu Enterobakterien doppelt so langen Fettsäuren von dem 
anderer gram-negativer Stäbchen ab (ZÄHRINGER ET AL., 1995).  
Im biochemischen Verhalten gibt es nur wenige Unterschiede zwischen den Spezies. 
Gemeinsam ist allen eine chemoorganotrophe Lebensweise nachzuweisen. Legionellen 
verwerten nur Aminosäuren als Kohlenstoff- und Energiequelle, Kohlenhydrate werden 
weder oxidiert noch fermentiert. Die meisten Spezies produzieren -Lactamase und 
verflüssigen Gelatine. Der Nachweis von Nitratreduktase und Urease fällt negativ aus. Mit 
Ausnahme von L. micadei sind alle Vertreter der Gattung nicht säurefest. Bei Kultivierung 
von L. micdadei auf künstlichen Nährböden ging diese Eigenschaft jedoch verloren.  
Die kürzlich entschlüsselten Genome von drei L. pneumophila Stämmen umfassen jeweils ca. 
3,5 Mio bp, etwas mehr als 40% sind funktionslos (CAZALET ET AL., 2004). Wie auch in 
anderen Bakterien lassen sich jede Menge an eukaryonten-ähnlichen Proteinen finden, was 
ein Grund für die gute Anpassungsfähigkeit an unterschiedliche Umweltbedingungen und 
Wirtszellen der Legionellen sein kann.  
Einige Stämme tragen Plasmide, denen aber bislang keine virulenzassoziierten Eigenschaften 
zugeschrieben werden konnten (BROWN ET AL., 1982; MAYER, 1988). Durch Übertragung aus 
E.coli konnte die Empfänglichkeit für Antibiotika-kodierende Plasmide nachgewiesen werden 
(CHEN ET AL., 1984).  
Für einige Stämme ist ein 69 kb großes Plasmid beschrieben, welches Schutzmechanismen 
gegen UV-Licht codiert und auf andere Stämme übertragbar ist (TULLY, 1991).  
Bei einigen Stämmen ist eine Eigenfluoreszenz zu beobachten. So fluoresziert L. rubrilucens 




2000; LO PRESTI ET AL., 1999). Andere Legionella-Stämme (L. anisa, L. bozemanii, L. cherrii,  
L.dumoffi, L.gormanii, L. gratiana, L. parisiensis, L. steigerwaltii und L. tucsoniensis) 
gehören zu den typischen blau-weiß-Fluoreszierern unter UV-Licht. Diese Stämme sind vor 
allem aus Umweltproben zu isolieren und die Analyse ihrer DNA-Sequenz auf der Grundlage 
der 16S rRNA, des Mip-Proteins und des RpoB-Proteins zeigt eine hohe Homologie dieser 
Spezies zueinander (KO ET AL., 2002B; KO ET AL., 2002A; RATCLIFF ET AL., 1998). Eine 
Ausnahme bildet der Stamm L. parisiensis H962, ein Patientenisolat aus Deutschland, 
welcher diese Eigenschaft nicht besitzt (IGEL ET AL., 2004).  
Eine mögliche Erklärung für die Eigenfluoreszenz könnte der Fundort sein, denn vor allem 
Umweltisolate sind in der Lage, zum Schutz vor UV-Strahlung eine Fluoreszenz ausbilden zu 
können. Erwähnenswert im Hinblick auf die große genomische Ähnlichkeit zu L. bozemanii 
ist, dass auch LLAP-2, LLAP-6, LLAP-7 und LLAP-9 blau-weiß-Fluoreszenz zeigen 
(ADELEKE ET AL., 1996).  
1.4 Klinik, Diagnostik und Therapie  
Eine Infektion durch Legionellen ist in drei Verlaufsformen zu unterteilen (WINN, 1995). Die 
schwerste Form der Erkrankung, die Legionella-Pneumonie, kann in Abhängigkeit des 
Immunstatus des Patienten tödlich verlaufen, wenn die natürlichen Abwehrsysteme, 
pulmonale Alveolar-Makrophagen und PMNL (polymorphonuclear neutrophil leucocytes), 
nicht oder nicht ausreichend zur Verfügung stehen (HALABLAB ET AL., 1990; KORVIC ET AL., 
1987). Im Tierversuch konnte neutrophilen Granulozyten eine wesentliche Rolle auf 
immunmodulatorische Effekte nachgewiesen werden (TATEDA ET AL., 2001). Als 
Risikofaktoren für diesen Erkrankungstyp werden Rauchen, überdurchschnittlicher 
Alkoholkonsum und chronische pulmonale Vorerkrankungen angeführt (PEDRO-BOTET ET AL., 
1998; STOUT AND YU, 1997). Bei medizinischen Studien hat sich wiederholt gezeigt, dass die 
Prävalenz bei männlichen Patienten häufiger ist als bei weiblichen. Verursacht wird der 
pneumonale Erkrankungstyp ausschließlich durch die Aufnahme der Bakterien über direkte 
Inhalation und/oder Mikroaspiration in den menschlichen Körper. Eine Übertragung von 
Mensch zu Mensch wurde bisher nicht nachgewiesen. Ca. 90% solcher Legionella-
Pneumonien werden durch L. pneumophila verursacht, insbesondere durch die Serogruppen 1 
und 6 (FIELDS ET AL., 2002). Andere Serogruppen sollten grundsätzlich jedoch nicht als 
Krankheitsverursacher ausgeschlossen werden (O`Connell et al., 1996a). So kam es 1986/87 




pneumophila Serogruppe 3 Stämme mittels molekularer Typisierung überführt wurden 
(TRAM ET AL., 1990). An zweiter Stelle als Krankheitsverursacher ist L. micdadei zu 
erwähnen. Aber auch andere Spezies sind für Pneumonien verantwortlich, wie etwa L. 
parisiensis, der 1996 aus der Lunge einer organtransplantierten Patientin isoliert wurde (LO 
PRESTI ET AL., 1997). Ebenso gelten L. bozemanii und L. longbeachae als 
Pneumonieverursacher. Letztere Spezies ist besonders in Australien häufig, wo zur 
landwirtschaftlichen Düngung Flussschlämme eingesetzt werden und es so zum Eintrag der 
Legionellen in den von Menschen genutzen Wasserkreislauf kommt. Bei den Symptomen, 
von unterschiedlichen Spezies verursacht, gibt es kaum Unterschiede. Nach einer 
Inkubationszeit von zwei bis zehn Tagen beginnt die Pneumonie mit Übelkeit, Kopf- und 
Gliederschmerzen, Müdigkeit und trockenem Husten. Innerhalb weniger Stunden kommt es 
typischerweise zu einer schlagartigen Temperaturerhöhung auf über 40°C. Obwohl eine 
Besiedlung des Oropharynx bisher nicht bestätigt werden konnte, kann es durch hämatogene 
Streuung auch zu Beeinträchtigungen des ZNS, des Gastrointestinaltrakts, der Nieren- und 
Leberfunktion kommen. Bewusstlosigkeit und Halluzinationen können weitere Folgen sein. 
Die nichtpneumonische Erkrankung, auch als Pontiac Fieber bezeichnet, ist charakterisiert 
durch eine sehr kurze Inkubationszeit, geht mit grippeähnlichen Symptomen einher und 
bedarf keiner Behandlung mit Antibiotika. Sie verläuft nicht tödlich. Als Erregerstämme sind 
hierbei vor allem L. micdadei, L. feelei and L. anisa zu nennen.  
Bei der extrapulmonalen inflammatorischen Erkrankung ist am häufigsten das Herz betroffen, 
da die Erreger in das Endo- bzw. Perikard wandern. Das Baden in Legionella-haltigem 
Wasser birgt die Gefahr der Aufnahme durch die Haut und kann zu Wundinfektionen führen 
(ADELEKE ET AL., 1996; LUECK AND HELBIG, 1997). Wie eine Spezies zwei Verlaufsformen 
verursachen kann ist bis heute nicht geklärt. 
Die Diagnostik erfolgt zum einen über indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie und 
kultureller Anzucht auf Hefeextrakt-Aktivkohle-Agar (BCYE), zum anderen serologisch über 
Latexagglutination und Antigennachweis im Urin (FALLON, 1986). Auch kann eine 
molekularbiologische Untersuchung des Patientenmaterials zum Erreger führen (BIRTLES ET 
AL., 1996; CASAULTA AEBISCHER ET AL., 1999; NEWSOME ET AL., 1998). Sensitiver, jedoch 
aufwendiger als der Antigennachweis im Urin ist die Detektion von Legionella-DNA im Urin 
mittels PCR (HELBIG ET AL., 1999; MAIWALD ET AL., 1995). Auch die Detektion von 
Legionella-DNA aus Blutproben mittels PCR scheint, zumindest im Maus-Modell, recht 




Eine durch Legionella sp. verursachte Pneumonie ist in Deutschland meldepflichtig, ca. 500 
Fälle werden jährlich am Robert-Koch-Institut registriert.  
Durch PFGE (pulsed field gel electrophoresis) oder Sequenz-basierte Typisierung ist ein 
Vergleich von Umweltisolat und Patientenmaterial möglich und wird für die Bestimmung der 
Infektionsquelle herangezogen (BENIN ET AL., 2002; CHEN ET AL., 2002; DRENNING ET AL., 
2001; GAIA ET AL., 2005; LUECK ET AL., 1995; LUECK ET AL., 1994A). Auch kann mittels PFGE 
die Entwicklung einer Population z. B. in einem mit Legionellen verseuchten Wassersystem 
überwacht werden (LUECK ET AL., 1991; MARRIE ET AL., 1999). Eine wesentlich schnellere und 
ebenso effiziente Methode ist der Vergleich amplifizierter transfer-DNA (tDNA-Intergenic 
Spacer Length Polymorphism) (DE GHELDRE ET AL., 2005).  
Als intrazelluläre Erreger sind Legionellen nur durch bestimmte Antibiotika therapierbar. Das 
Mittel der Wahl sind seit 1976 immer neuere Erythromycin-Derivate. Als sehr effektiv 
zeichnen sich auch Clarithromycin und Azithromycin aus (HIGA ET AL., 1998). Neueste 
Untersuchungen haben ergeben, dass eine Behandlung mit Fluoroquinolonen in Betracht 
gezogen werden sollte, da diese noch wirksamer gegen intrazelluläre Erreger sind und sich, 
auf Grund der besseren Verträglichkeit, der Krankenhausaufenthalt des Patienten verkürzt 
(SABRIA ET AL., 2005). Eine vollständig ausgeheilte Legionellose hinterlässt keine Immunität, 
eine Re-Infektion ist jederzeit möglich.  
1.5 Pathogenese  
In ihrem natürlichen Habitat vermehren sich die Bakterien ausschließlich parasitär in 
Protozoen (siehe Kapitel 1.2). In den künstlichen Wasserkreislauf eingetreten, gelangen die 
Legionellen hauptsächlich durch das Einatmen von Legionella-haltigen Aerosolen in den 
menschlichen Organismus, wobei nicht geklärt ist, ob es sich bei den Partikeln um infizierte 
Amöben oder freigesetzte Bakterien handelt (BERK ET AL., 1998). Im Respirationstrakt breiten 
sich die Bakterien bis in die Alveolen aus und infizieren Alveolarmakrophagen (NASH ET AL., 
1984).  
Zur Untersuchung der Wirtzell-Bakterien-Interaktion stehen Zelllinien wie die 
makrophagenähnliche U937-Zelllinie (PEARLMAN ET AL., 1988;RODGERS AND GIBSON III, 
1993), menschliche Monocyten und HeLa-Zellen (HORWITZ AND SILVERSTEIN, 1980; 
OLDHAM AND RODGERS, 1985), MRC-5, Hep-2, Vero-Zelllinien (OLDHAM AND RODGERS, 
1985) sowie verschiedene Amöben-Zelllinien wie Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba 
polyphaga oder Hartmanella vermiformis zur Verfügung. Ein weiteres Modellsystem ist mit 




Die Pathogenität der Bakterien beruht auf der Wechselwirkung verschiedener Faktoren und 
hängt maßgeblich vom Wachstumsstadium der Kultur ab (BACHMANN AND SWANSON, 2001; 
BYRNE AND SWANSON, 1998). Befindet sich eine Kultur in der exponentiellen Phase, so sind 
die Zellen nicht oder kaum beweglich, salzresistent und nicht zytotoxisch. Bei eintretender 
Nährstofflimitation in der Wirtszelle wird ein Wechsel der Kultur in die stationäre Phase 
ausgelöst, ein anderes Genmuster ist induziert. Als Regulatorsysteme sind u.a. ein Homolog 
des 2-Komponentensystems gacS/gacA, als letS/letA bezeichnet, und csrA bekannt 
(FORSBACH-BIRK ET AL., 2004; HAMMER ET AL., 2002; LYNCH ET AL., 2003; MOLOFSKY AND 
SWANSON, 2003). Aber auch der physiologische Status der Wirtszelle spielt eine wesentliche 
Rolle für die Virulenz. Nach einer Nährstofflimitation für A. castellanii steigt die Zahl der 
intrazellulär aufgenommenen Bakterien im Vergleich zu A. castellanii, die in Vollmedium 
gehalten wurden (STEINERT ET AL., 1994). Nach Vergleich der Virulenz von auf Agar 
vermehrten Stämmen mit Stämmen, die intrazellulär in A. castellanii angezüchtet werden, 
zeigt sich, dass eine Passagierung auf künstlichen Nährböden zu einer verringerten Virulenz 
oder zu einem kompletten Verlust der Infektionsfähigkeit führt (CIRILLO ET AL., 1999).  
Die Pathogenität eines untersuchten Stammes kann im Meerschweinchen-Modell getestet 
werden, indem durch direkte Inokkulation einer Bakteriensuspension oder eines Legionella-
haltigen Aerosols durch die Trachea der Infektionsweg beim Menschen nachgestellt wird 
(COLLINS, 1986; DAVIS ET AL., 1982; MOFFAT AND TOMPKINS, 1992; NEUMEISTER ET AL., 
1997). Ratten und Inzuchtmaus-Stämme eignen sich nicht, da sie sich äußerst resistent 
gegenüber einer Legionelleninfektion verhalten und nur leichte Pneumonien entwickeln. Eine 
Ausnahme sind hier A/J-Mäuse, die ein bestimmtes Gen (lgn1) für die Infektion mit 
Legionellen besitzen (BRIELAND ET AL., 1994; DIETRICH ET AL., 1995). 
Wie die Bakterien es schaffen, so unterschiedliche Wirtszellen zu infiltrieren, ist seit ihrer 
Entdeckung Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Dabei hat sich gezeigt, dass sie sich an 
die, evolutionär gesehen, sehr unterschiedlichen Zelltypen hervorragend angepasst haben. Die 
wichtigsten Unterschiede zeigt die Tabelle 1.3.  
Schon bei der Anheftung an humane Monozyten und Protozoen gibt es wesentliche 
Unterschiede. Da nach einer Behandlung von Makrophagen mit Cytochalasin D, welches die 
Ausbildung von Mikrofilamenten durch Blockade der Aktin-Polymerisation unterdrückt, 
keine Aufnahme der Bakterien zu beobachten ist, kann die Schlussfolgerung gezogen werden, 
dass die Aufnahme in diesen Zelltyp ein mikrofilamentabhängiger Prozess ist (ELLIOT AND 
WINN, 1986; KING ET AL., 1991). Dabei spielt es eine Rolle, ob die Bakterien auf künstlichem 




sind auch für die Invasion von S. cholerae-suis, S. flexeneri und Y. enterocolitica beschrieben 
(FINLAY AND FALKOW, 1988).  
Tabelle 1.3: Vergleich der Interaktion von Legionellen mit humanen und protozoischen Wirtszellen  
humane Zelle                                                       Protozoen 
Anheftung mikrofilamentabhängig                                        rezeptorvermittelt 
Aufnahme  über Komplementrezeptor                                    Rezeptoren teils unbekannt 
Vermehrung          Ausschalten der Reifung des Phagosoms und Replikation im LSP 
Freisetzung ausschließlich nekrotisch,                                     nekrotisch oder 
durch porenbildendes Toxin vermittelt                 apoptosevermittelt 
Dagegen ist es bei Behandlung der Monozyten mit Colchicin, einem Inhibitor der 
Mikrotubuli-Polymerisation egal, unter welchen Bedingungen die Bakterien anwachsen 
(CIRILLO ET AL., 1994; CIRILLO ET AL., 1999). Die Aufnahmen über mikrofilament-abhängige 
Mechanismen sind u.a. auch für Salmonellen, Shigellen und Yersinien (FINLAY AND FALKOW, 
1988), Streptokokken (LAPENTA ET AL., 1994), Bordetellen (GUZMAN ET AL., 1994), 
Citrobacter sp.und Escherichia sp.(OELSCHLAEGER ET AL., 1993; OELSCHLAEGER ET AL., 
1994) beschrieben. Es scheint jedoch alternative Bindungsstrategien zu geben, da nicht-
opsonisierte Legionellen trotzdem von U937-Zellen aufgenommen werden (STEINERT ET AL., 
1994). 
Anders erfolgt die Aufnahme in Protozoen. Diese wird über Rezeptoren der Zelloberfläche 
vermittelt. Durch Studien mit Methylamin konnte belegt werden, dass durch Hemmung der 
Transglutaminase die Aggregation von Ligand-Rezeptor-Komplexen und so die Aufnahme 
von L. pneumophila unterbunden werden kann (KING ET AL., 1991). 
Unterschiede sind selbst bei der Adhäsion und Aufnahme in die beiden Amöbenarten 
Hartmanella vermiformis und Acanthamoeba polyphaga zu beobachten (HARB ET AL., 1998). 
So geht die Adhäsion von L. pneumophila an H. vermiformis mit einer zeitabhängigen, 
reversiblen Tyrosin-Dephosphorylierung veschiedener Wirtsproteine einher. Die Aufnahme 
der Bakterien in Hartmanella ist durch Galaktose und N-Acetyl-D-Galaktosamin komplett 
unterdrückt (VENKATARAMAN ET AL., 1997; VENKATARAMAN AND KWAIK, 2000). Bei dem 
blockierten Rezeptor handelt es sich um einen Lectinrezeptor, der Ähnlichkeit zu anderen ß2-
Integrin-ähnlichen Rezeptoren hat. Integrine sind Tyrosin-Kinaserezeptoren, die einer 




bei der Signaltransduktion haben. Eine Dephosphorylierung ist bei der Interaktion mit A. 
polyphaga nur teilweise oder nicht zu beobachten. Auch variiert die Proteinexpression nach 
Kontakt mit unterschiedlichen Wirtszellen. Nach Behandlung mit Cycloheximid ist die 
Aufnahme in Monozyten unbeeinträchtigt (ABU KWAIK ET AL., 1993). Cycloheximid hemmt 
die eukaryontische Proteinbiosynthese, insofern ist die Bakterieningestion durch H. 
vermiformis unterdückt. A. polyphaga zeigt nach Behandlung mit Cycloheximid keine 
Veränderung in der Aufnahme von L. pneumophila (HARB ET AL., 1998).  
Nach Adhäsion werden die Bakterien, ähnlich wie bei Leishmania donovani sowohl durch 
coiling als auch durch konventionelle Phagozytose von Alveolarmakrophagen, zum Teil 
von neutrophilen Granulozyten und den natürlichen Wirten aufgenommen (BOZUE AND 
JOHNSON, 1996; CHANG, 1979). Antikörper, die spezifisch gegen das LPS, andere 
Oberflächenproteine (z.B. Momp) sowie Flagellen gebildet werden, können die Aufnahme 
verstärken (NEUMEISTER, 1996; RECHNITZER, 1994). Die Untersuchung unterschiedlicher 
Legionella-Spezies hat gezeigt, dass L. pneumophila ausschließlich über coiling 
Phagozytose aufgenommen wird (BELLINGER-KAWAHARA AND HORWITZ, 1990; HILBI ET AL., 
2001). Nach einem Blockieren mit Antikörpern wird L. pneumophila jedoch ebenso durch 
konventionelle Phagozytose aufgenommen (HORWITZ AND MAXFIELD, 1984). Aber auch 
avirulente Stämme werden phagozytiert. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Bakterien hitze- 
oder formalinabgetötet sind (BOZUE AND JOHNSON, 1996). In Anbetracht der Ergebnisse der 
Infektion von H. vermiformis scheint grundsätzlich jedoch die Aufnahme, nicht das Anhaften 
der wichtigere Schritt bei der Invasion in die Wirtszelle zu sein (FIELDS ET AL., 1993).  
Nach erfolgter Aufnahme in die Wirtszelle kommt es zu einem Umschalten in die replikative 
Phase. Dieses geht mit einem veränderten Expressionsmuster einher, welches teilweise in 
vitro durch Stress-Stimuli imitierbar ist (ABU KWAIK ET AL., 1993). Rund 32 Gene werden 
reprimiert, während mindestens 35 Gene in dieser Phase induziert werden. 
Die intrazelluläre Vermehrung basiert in humanen und protozoischen Wirtszelltypen auf 
ähnlichen Mechanismen (GAO ET AL., 1997). Diese Erkenntnis wurde durch Infektion von A. 
castellanii und Makrophagen mit pmi-Mutanten (protozoan and macrophage infectivity) 
bestätigt. Es zeigte sich jedoch, dass die Notwendigkeit einzelner Gene bei der Replikation in 
Amöben und Makrophagenzellen unterschiedlich ist (SEGAL AND SHUMAN, 1999). Dies wurde 
mit Entdeckung des mil-Loci (macrophage-specific infectivity) bestätigt, der nur für die 
Infektion von Makrophagen von Bedeutung ist (GAO ET AL., 1998).  
Die Vermehrung von Legionellen in der Wirtszelle erfolgt im sogenannten replikativen 




verwandten Bakterium Coxiella burnetii konnte gezeigt werden, dass erstere wesentlich 
flexibler sind und sich sowohl in lysosomalen als auch nicht-lysosomalen Vakuolen 
vermehren können und das von beiden Spezies unterschiedliche Vakuolen in ein und 
derselben Zelle besiedelt werden (SAUER ET AL., 2005B). Die Besonderheit der Legionellen 
liegt darin, dass sie statt des normalen Reifungsprozesses, der letztendlich zur Lyse seines 
Inhalts führt, die Fusion des Phagosoms und Lysosoms unterdrücken. Dieser Vorgang ist auch 
bei Mycobacterium tuberculosis und Chlamydia psittaci zu beobachten (BOZUE AND 
JOHNSON, 1996; CLEMENS AND HORWITZ, 1995; FRIIS, 1972; HORWITZ, 1983). Es findet kein 
oxidative burst statt, d.h. es werden keine intrazellulären Sauerstoffradikale gebildet. 
Stattdessen verschmilzt das Phagosom ca. drei bis sechs Stunden nach Aufnahme der 
Bakterien mit dem rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) (ROY AND TILNEY, 2002; 
SWANSON AND ISBERG, 1995; TILNEY ET AL., 2001), ein Vorgang, welcher auch für 
Toxoplasma gondii beschrieben ist (JONES AND HIRSCH, 1972). Dies wurde durch den 
Nachweis von rER-spezifischen Chaperonen an Ribosomen besetzten Phagosomen bestätigt 
(ABU KWAIK, 1996). Bei der Infektion von Monozyten mit L. micdadei war diese 
Verschmelzung jedoch nicht zu beobachten, weshalb vermutet wird, dass die beiden Spezies 
unterschiedliche Überlebensstrategien entwickelt haben (WEINBAUM ET AL., 1984). 
Zur Vermehrung benötigen Legionellen ein leicht saures Milieu, wobei es zu einem Anstieg 
des Lysosomen-assoziierten Membranproteins LAMP-1 kommt (STURGILL-KOSZYCKI AND 
SWANSON, 2000). Als optimal für L. pneumophila hat sich ein pH von 6,1±0,4 herausgestellt 
(HORWITZ AND MAXFIELD, 1984). Wie die Bakterien ein weiteres Ansäuern des 
intraphagosomalen pH`s verhindern, ist nicht eindeutig geklärt. Es wird vermutet, dass die 
Bakterien die vakuoläre ATPase-Funktion blockieren. Bei der intrazellulären Replikation von 
LLAP 10 und L. lytica wurde sogar ein pH von 4,5 gemessen (HÄGELE, 2003). Bei 
formalinabgetöteten Stämmen ist keine Veränderung des intra-phagosomalen pH`s zu 
beobachten (HORWITZ AND MAXFIELD, 1984). Als Marker für die Ansäuerung gilt die Menge 
des lysosomalen Enzyms saure Phosphatase (DOWLING ET AL., 1992).  
Einige Legionellenstämme scheinen zusätzlich in der Lage zu sein, den Membranaufbau ihres 
Phagosoms zu verändern. Auf Grund der umfangreichen Einflussnahme wird es auch als 
Legionella specialized phagosome (LSP) bezeichnet (SHUMAN AND HORWITZ, 1996). 
Bei der intrazellulären Abwehr gegen das humane Immunsystem spielt die zelluläre Abwehr 
eine wichtige Rolle. Die intrazelluläre Vermehrung in humanen Monozyten ist durch einen 
von Interferon (IFN)- limitierten Eisenpool verringert (BYRD AND HORWITZ, 1998; BYRD 




Transferrinrezeptoren an der Monozytenoberfläche blockiert, welche die Aufnahme an 
eisenbindenden Proteinen unterstützen und zum anderen der intrazelluläre Pool des 
Eisenspeicherproteins Ferritin herabgesenkt wird. Dies wurde auch bei späterem 
Untersuchungen belegt. Die Monozyten eines Patienten, die keine Vermehrung an 
Legionellen auf Grund ihrer abnormal niedrigen Menge an Transferrinrezeptoren zuließen, 
zeigten nach Behandlung einer chronischen Peridontitis wieder eine normale Anzahl an 
Rezeptoren und eine Vermehrung von Legionellen fand statt (BYRD AND HORWITZ, 2000). 
Als Baustein wichtiger Makromoleküle (Enzyme etc.) ist Eisen ebenso für die Virulenz im 
Tiermodell von Bedeutung (POPE ET AL., 1996).  
Ca. 40 h nach Aufnahme in die Wirtszelle wird diese zerstört. Ob es sich dabei um einen 
aktiven oder rein passiven Vorgang handelt, konnte bis jetzt noch nicht geklärt werden. Als 
Ursachen werden bakterielle Toxine diskutiert, die durch ihre Metabolite, wie z.B. 
Ammoniak, zur Zellschädigung bzw. zur Bakterien-induzierten Apoptose führen (SHUMAN ET 
AL., 1998). Dabei stellt die Porenbildung einen Vorteil dar, scheint aber nicht essentiell zu 
sein (ZUCKMAN ET AL., 1999). Dies bestätigen Untersuchungen an rib-Mutanten (release of 
intracellular bacteria), die nicht in der Lage sind, die Wirtsmembran zu zerstören (ALLI ET AL., 
2002). Rib, ein Toxin der Porenbildung, ist während der exponentiellen Phase komplett 
reprimiert.   
1.6 Virulenzfaktoren  
Seit Entdeckung der Bakterien konnten schon zahlreiche Genloci, die für die Virulenz eine 
Rolle spielen, ermittelt werden. Die Wichtigsten sind in der Tabelle 1.4 zusammengefasst.  
Zu ihrer Identifizierung trugen zunehmend molekularbiologische Methoden bei. Beispielhaft 
genannt seien die Methode der reversen Genetik, bei der eine für eine bekannte 
Proteinsequenz spezifische Sonde den entsprechenden Genlocus in einer Genbank identifiziert 
(ABU KWAIK AND ENGLEBERG, 1994; HOFFMAN ET AL., 1992B) oder die Gewinnung von 
Transposon-Mutanten (POPE ET AL., 1996). Auch ist die STM (signature tagged mutagenesis) 
zu nennen (EDELSTEIN ET AL., 1999; POLESKY ET AL., 2001; TOMPKINS ET AL., 2002). Bei der 
STM werden aus einem Pool individueller Transposonmutanten, deren Re-Isolation aus 
einem infizierten Versuchstier nicht möglich ist, die aber im Kolonieblot positiv auffallen, 
potentielle Virulenzkanditaten herausgefiltert. Am einfachsten ist die Gewinnung von 
Mutanten über die Klonierung in Genbanken von E. coli, die in einem Modellsystem getestet 




Für Legionellen sind Spontanmutationen beschrieben, die zu einer reduzierten Aufnahme 
und/oder verminderten intrazellulären Vermehrungsfähigkeit führen (LO PRESTI ET AL., 1999; 
SWANSON AND ISBERG, 1996). Diese sind irreversibel und verursachen keine Änderung der 
Genomstruktur (HARRISON AND SAUNDERS, 1994). Dafür kommt es zu einem veränderten 
Phänotyp, filamentöse Formen in der Kultur überwiegen. Als eine Ursache für 
Spontanmutation hat sich eine lange Passagierung auf künstlichen Nährböden herausgestellt. 
Auch für das LPS ist eine Spontanmutation beschrieben, die im lag1-Gen sitzt, welches für 
die O-Acetylierung in der O-Untereinheit der Legionaminsäure verantwortlich ist. Allerdings 
konnte kein Einfluss auf die Aufnahme und intrazelluläre Vermehrung beobachtet werden 
(KOOISTRA ET AL., 2001; LUECK ET AL., 2001). 
Der Aufnahme der Bakterien in die Wirtszelle geht ein initialer Kontakt zwischen den beiden 
Organismen voraus. Ein wichtiger Adhärenzfaktor ist das mittels reverser Genetik entdeckte 
Momp (major outer membrane protein), ein kationen-selektives Porin, an dessen Untereinheit 
die Komplementkomponenten C3b und C3bi binden. Hierdurch sind die Bakterien in der 
Lage, an die monozytischen Komplementrezeptoren CR1 und CR3 zu binden, wodurch die 
Phagozytose induziert wird (BELLINGER-KAWAHARA AND HORWITZ, 1990; KRINOS ET AL., 
1999; PAYNE AND HORWITZ, 1987; SHUMAN AND HORWITZ, 1996; SWANSON AND ISBERG, 
1996). Nach kovalenter Bindung der zwei 28 kDa und 31 kDa großen Untereinheiten über 
Disulfidbrücken entsteht ein rund 100 kDa großer Komplex, der mittels Peptidbindung im 
Peptidoglukangerüst der Bakterienoberfläche verankert ist und dessen Expression essentiell 
zu sein scheint, da es bisher nicht gelungen ist, dies durch ompS negative Mutanten zu 
belegen. ompS ist bei extrazellulären Bakterien reprimiert und wird erst zu einem späteren 
Zeitpunkt der Infektion induziert (FERNANDEZ ET AL., 1996). 
Eine Bindung an die Wirtszelle konnte durch Expression des sogenannten Cap competence 
and adherence associated pili belegt werden, dessen verantwortliche Gene Homologien zu 
denen von P. aeruginosa mit gleicher Funktion zeigen (STONE AND ABU KWAIK, 1998; STONE 
AND ABU KWAIK, 1999).   
Erst kürzlich beschrieben ist laiA, dessen Genprodukt Homologie zu einem Integrin aus S. 
cerevisiae zeigt (CHANG ET AL., 2005). 80,5% Homologie von laiA zeigt sich auch zu lpg2157 
des Stammes Philadelphia-1 (CHIEN ET AL., 2004) bzw. sdeA von L. pneumophila LP02 (LUO 
AND ISBERG, 2004). Das Polypeptid setzt sich aus sechs Einheiten (laiA-laiF) zusammen, 
wobei sich laiB (Synonyme lpg2156, sdeB), laiC (Synonyme lpg2153, sdeC) und laiE 
(Synonyme lpg2154) upstream von laiA, laiD (Synonyme lpg0234, sidE) und laiF (Synonyme 




laiA- Bereich führt zu einer 70% niedrigeren Adhärenz an die humane Lungen-Alveolar-
Epithelzelllinie A549. Auch ist die Virulenz im Tierversuch mit A/J-Mäusen im Vergleich 
zum Wildtyp herabgesetzt. Das 170kDa Protein hat jedoch keinen Einfluss auf die 
intrazelluläre Vermehrung. Auf Grund seiner multiplen -Helices, der putativen Kationen-
Bindungsstelle, einer putativen Transmembrandomäne und einer putativen 
Tyrosinphosphorylierungs-Stelle im c-terminalen Bereich, ist es wahrscheinlich ein Integrin, 
welches möglicherweise zu Umstrukturierungen des Zytoskeletts führt.   
Tabelle 1.4: Funktion und mögliche Beteiligung wichtiger Proteine an der Virulenz von Legionella sp.  







Aconitase-Aktivität ? (MENGAUD AND 
HORWITZ, 1993) 
cpxR/ cpxA  induziert icm/dot- 
System  
? (GAL-MOR AND SEGAL, 
2003B) 
eml early stage 
macrophage-in
duced locus
? (ABU KWAIK AND 
PEDERSEN, 1996) 






? (HEUNER ET AL., 1995) 
fliA sigma28-Faktor Regulation der 
Flagellenexpression 
? (HEUNER ET AL., 
1997;HEUNER ET AL., 
2002) 
fliI  beteiligt an der 
Biosynthese der 
Flagelle 
nein (MERRIAM ET AL., 1997) 




aus E. coli 
ja (HICKEY AND 
CIANCIOTTO, 1997) 
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aus E. coli 
nein (ABU KWAIK AND 
ENGLEBERG, 1994)  
hbp hemin 
binding 
protein , Hbp 
Eisenaufnahme ? (O`CONNELL ET AL., 
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hfq  exponentielles Phasen-
protein, Homologie zu 
P. aeruginosa und      
E. coli 


















ja (BERGER ET AL., 
1994;BERGER AND 
ISBERG, 1993;BRAND ET 
AL., 1994;MARRA ET AL., 
1992;ROY AND ISBERG, 
1997;SEGAL AND 
SHUMAN, 1998;VOGEL 
AND ISBERG, 1999) 
iraAB  iraA, Homologie zu 
Methyltransferasen; 
iraB Homologie zu Di- 
und Tripeptide 
Transportern, involviert 
an der Eisen-aufnahme 
ja (iraA) (VISWANATHAN ET AL., 
2000) 
laiA-F  6 Gene, putatives 
Integrin, Adhärenz 
beteiligt 
ja (laiA) (CHANG ET AL., 2005) 




Translokation von  
Preproteinen durch 
Zytoplasmamembran  
? (LAMMERTYN ET AL., 
2004) 
letE LetE kodiert ein 
Aktivatorprotein der 
stationärer Phase 
nein (BACHMANN AND 
SWANSON, 2004B) 
lbtA/B  Expression des 
Legiobactins 
nein (ALLARD ET AL., 2006) 
lssXYZABD TypI Sekretionssystem nein (JACOBI AND HEUNER, 
2003) 












Sekretion von Protease, 
Lipase, RNase, 
Phospholipase A u.C, 
Abgabe von L.p. 
spezifischen CD4 T 
Zellen in vivo  
ja (NEILD ET AL., 
2005;ROSSIER ET AL., 
2004)  
micp major iron 
containing 
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Zn2+- Metalloprotease ? (MOFFAT ET AL., 
1994A;SZETO AND 
SHUMAN, 1990) 









1990;HOFFMAN ET AL., 
1992A;HOFFMAN ET AL., 
1992B;KRINOS ET AL., 






erhöht Adhärenz an A. 
castellanii 
nein (STEUDEL, 2001;STEUDEL 







ja (phtA) (SAUER ET AL., 2005A) 
pilBCD  Homologie zu pilBCD 
bei P. aeruginosa; 
Pilusproduktion und 
Typ II Sekretion, pilD 
kodiert für die 
Prepilinpeptidase und 
ist an der 
Proteinsekretion 
beteiligt 
ja (pilD) (ARAGON ET AL., 
2000;LILES ET AL., 
1998;LILES ET AL., 1999) 






pili ) ist notwendig für 
die natürliche 
Aufnahme fremder 
DNA und vermittelt die 
Anheftung an die 
Wirtszelle 
ja (Stone and Abu Kwaik, 
1998;Stone and Abu 
Kwaik, 1999) 
plaA  kodiert die major 
secreted  
lysophospholipase A
nein (FLIEGER ET AL., 2002) 
plaB  kodiert die major cell 
associated 
phospholipaseA
nein (FLIEGER ET AL., 2004) 







ja (GAO ET AL., 1997) 








prp locus  Homologie zum prp 
Locus von 
S. typhimurium, dort 
beteiligt am 
Propionat-Abbau 
ja (STONE ET AL., 1999) 
ralF  stimuliert die 
Umwandlung von GDP 
zu GTP 
? (NAGAI ET AL., 2002) 
rpoS RpoS Homologie zu RpoS 
aus E. coli, notwendig 
für die Replikation im 
Protozoenwirt 




essentielle SOD, im 
Zytoplasma lokalisiert 
? (DOWLING ET AL., 1992) 
sodC  perimplasmatische Cu-
Zn-SOD 
nein (SADOSKY ET AL., 1994) 
tatB twin arginin 
translocation 










modifiziert 45 kDa 
Wirtszellsubstrat 
? (BELYI ET AL., 2003) 
Ausschließlich in der frühen Phase der Infektion induziert ist eml, ein 3,7 bp großes Gen (ABU 
KWAIK AND PEDERSEN, 1996). Mutationen in diesem Locus führen zu einer reduzierten 
Zytotoxizität gegenüber U937-Zellen und zu einer verminderten Überlebensfähigkeit der 
Bakterien in Makrophagen und Amöben.  
Mit Pad (Legionella pneumophila amoebal adhesin) wurde ein weiteres Adhäsin gefunden 
(siehe dazu Kapitel 1.7) (STEUDEL ET AL., 2002).  
Ebenfalls ausschließlich in L. pneumophila exprimiert wird ugt (UDP-Glucosyltransferase) 
(BELYI ET AL., 2003). Datenbankanalysen ergaben keine Homologien zu bekannten Proteinen. 
Als Substrat wurde ein 45 kDa goßes Protein von HeLa-, Vero- bzw. CHO-Zelllinien 
identifiziert. 
In die Wirtszelle aufgenommen werden Proteine, die bei der Replikation eine Rolle spielen, 
induziert. Eines davon ist ppa, was ausschließlich in der intrazellulären Phase induziert ist 




1991). Dies könnte auch für Legionellen zutreffen, da es bisher nicht gelungen ist, Mutanten 
dieses 20 kDa Proteins zu isolieren (ABU KWAIK, 1998) . 
Als wichtigste Genloci für die intrazelluläre Vermehrung wurden die Gene mip (macrophage 
infectivity potentiator) und das icm/dot-System ( intracellular multiplication , defect in 
organelle trafficking ) identifiziert (CIANCIOTTO ET AL., 1989; NEUMEISTER, 1996; PURCELL 
AND SHUMAN, 1998; VOGEL AND ISBERG, 1999). 
Bei Mip handelt es sich um ein 24 kDa großes Protein, was vier bis acht Stunden nach der 
Infektion hochreguliert ist (SUSA ET AL., 1996). Dieses Protein ist eines der wenigen 
Legionella-Proteine, welches mittels Proteinkristallisation genauestens untersucht ist 
(RIBOLDI-TUNNICLIFFE ET AL., 2001). Durch Anlagern von Goldpartikeln konnte es an der 
Oberfläche der Bakterien, aber auch in der Wirtzellmembran nachgewiesen werden (HELBIG 
ET AL., 2001). Der c-terminale Bereich zeigt hohe Homologie zu PPIasen (Peptidyl-Prolyl-
Cis/Trans-Isomerase), die dafür bekannt sind, an das Immunsuppressivum FK506 binden zu 
können. Bisher konnten in allen untersuchten Stämmen Mip-ähnliche Proteine gefunden 
werden (HELBIG ET AL., 1995). Durch Sequenzierung des Mip-Proteins ist ein 
Typisierungschema etabliert, welches eine schnelle Spezieszuordnung erlaubt (LA SCOLA ET 
AL., 2004; RATCLIFF ET AL., 1998; WILSON ET AL., 2003).  
Eine vollständig komplementierbare Mutation im mip führt zu einer 80-fach verminderten 
Infektiösität in H. vermiformis, U937 und Makrophagen (CIANCIOTTO AND FIELDS, 1992; 
O`CONNELL ET AL., 1995). Ebenso konnte mit dieser Mutante im Tierversuch eine verringerte 
Virulenz beobachtet werden (CIANCIOTTO ET AL., 1990). Nicht genau geklärt ist bis heute der 
Wirkmechanismus des Mip, aber es konnte die PPIase-Aktivität als entscheidender Faktor 
ausgeschlossen werden (FISCHER ET AL., 1992; KÖHLER ET AL., 2003; WINTERMEYER ET AL., 
1995). 
Die Untersuchung des Dot/Icm-Systems durch zwei unterschiedliche Arbeitsgruppen führte 
zu den zwei Bezeichnungen (ROY AND ISBERG, 1997; SEGAL AND SHUMAN, 1997). Die 
insgesamt 24 beteiligten Gene des Icm liegen in zwei nichtbenachbarten Regionen, die 
Proteine werden an der inneren Membran exprimiert. IcmS, IcmR, IcmQ, Icm P IcmT und 
IcmO sind essentiell für die Abtötung der Wirtsmakrophage und werden in je zwei 
Transkriptionseinheiten (icmTS, icmPO) und zwei Genen transkribiert (SEGAL AND SHUMAN, 
1997). Die Gene icmR, icmV, icmW und icmX werden u.a. durch cpxR und in geringerem 
Maße von cpxA reguliert (GAL-MOR AND SEGAL, 2003B). Nur eine indirekte Regulation 
erfolgt über Zwischenprodukte von RpoS, RelA und LetA. Die Produkte von icmP, icmO, 




ATP/GTP-Bindestellen zu finden, die Homologien zu Proteinen des konjugativen 
Gentransfers bei Agrobakterium tumefaciens aufweisen (CHRISTIE, 1997; CHRISTIE, 2001; 
MIYAMOTO ET AL., 2003; SEGAL AND SHUMAN, 1998). icmP und icmO weisen Homologien zu 
einem Plasmid von Salmonella sp. auf. Für icmQ wurde kürzlich nachgewiesen, dass es in der 
Lage ist, in die Lipidmembran einzudringen und dort Poren zu bilden, durch die Calcein 
transportiert wird (DUMÉNIL ET AL., 2004). Genauere Untersuchungen haben gezeigt, dass der 
n-terminale Teil für die Verankerung und den Efflux, der c-terminale Bereich für die 
Assoziation mit der Lipiddoppelschicht notwendig ist. Sowohl die Insertion in die Membran 
als auch die Porenbildung wurde durch IcmR, welches an den N-Terminus von icmQ bindet, 
unterdrückt. Ebenfalls für eine Porenbildung ist der c-terminale Bereich des icmT 
verantwortlich zu machen, der außerdem auch an der intrazellulären Replikation in A. 
polyphaga, jedoch nicht in humanen Zellen, beteiligt ist (MOLMERET ET AL., 2002). 
Das DotA-System ist ein acht Domänen umfassendes integrales zytoplasmatisches Membran-
Protein, was ebenfalls für die intrazelluläre Vermehrung essentiell ist (ROY AND ISBERG, 
1997). DotB zeigt wiederrum Homologien zu nukleinsäurebindenden Proteinen. Es finden 
sich zwei periplasmatische Domänen, aus 503 bzw. 73 Aminsosäuren und eine c-terminale 
Domäne aus 122 Aminosäuren bestehend. Mutationen im Bereich von dotA führen zu einem 
Anlagern von LAMP1-Markern, die normalerweise nicht auf der Phagosomenmembran zu 
finden sind (JOSHI ET AL., 2000; KIRBY AND ISBERG, 1998). Diese Mutationen haben eine 
Verschmelzung von Phagosom und Lysosom und somit die Abtötung der intraphagosomalen 
Bakterien zur Folge. Wahrscheinlich ist, dass die Proteine des Icm/Dot-Systems einen Typ 
IV-Sekretionskomplex bilden, der einen Kanal durch die innere und äußere Membran bildet. 
Es wird diskutiert, dass durch diesen Komplex Effektormoleküle in die Wirtszelle gelangen 
und dort die Fusion aus Lysosom und Phagosom verhindern und so für optimale Bedingungen 
im EMB ( endosomal-maturation-blocked)-Phagosom sorgen. Potentielle Effektormoleküle 
sind das DotF (Synonym IcmG) und das DotL (Synonym IcmL), welches zwei für 
porenbildende Toxine typische -Faltblattstrukturen ausbildet. Durch das Icm/dot-System 
werden auch Proteine der Sid-Klasse sowohl in der Bakterienzelle selbst, als auch zwischen 
zwei Bakterienzellen oder zwischen Bakterium und Wirt transportiert (LUO AND ISBERG, 
2004). Datenbankrecherchen zeigen nur für SidB Homologien zu einer Lipase von V. 
cholerae. Proteine des Sid-Klasse, wie z.B. das von IcmS transportierte SdeA werden zu 
einem sehr frühen Zeitpunkt der Infektion sekretiert, woraus sich schließen lässt, dass sie eine 
wichtige Rolle bei der initialen Bildung der Replikationsvakuole haben (BARDILL ET AL., 




welche die Fusion aus Phagosom und Lysosom verhindern (FERNANDEZ-MOREIRA ET AL., 
2006).  
Ebenfalls PPIase-Aktivität besitzt Lcy (Cyclophillin) (SCHMIDT ET AL., 1996). Dieses 
zytoplasmatische Protein ist durch Cyclosporin A inhibierbar, eine Mutation führt zu einer 
10-fach geringeren Vermehrung im Vergleich zum Wildtyp. Mit LidA wurde ein weiteres 
Protein der intrazellulären Vermehrung gefunden. Dies wurde durch in vitro Kulturen belegt, 
die nur eine geringe Menge des Proteins nach Anfärben mit anti-LidA-spezifischen 
Antikörpern erkennen ließen. Nach einer Inkubationszeit von nur 5min von Bakterien und 
Makrophagenzellen kam es zu einem Anstieg von fast 30% nachweisbaren LidA an der 
Zelloberfläche der Legionellen (CONOVER ET AL., 2003). Es wird vermutet, dass LidA an der 
Weiterentwicklung von sekretorischen Vesikeln zu der Replikationsvakuole beteiligt ist 
(DERRÉ AND ISBERG, 2005).  
Erst kürzlich beschrieben wurde ein essentielles Gen der intrazellulären Replikation in 
Makrophagen, welches u.a. auch in Coxiella burnetii und Francisella tularensis konserviert 
ist (SAUER ET AL., 2005A). Durch Microarray-Analyse konnte gezeigt werden, dass PhtA 
(phagosomal transporter) für den Transport der essentiellen Aminosäure Threonin 
verantwortlich und essentiell für die Differenzierung der Bakterien in die replikative Form ist. 
TatB (twin arginin translocation) ist am Transport von Proteinen durch die innere Membran in 
das Periplasma beteiligt (ROSSIER AND CIANCIOTTO, 2005). tatB-Mutanten zeigen ein 
reduziertes Wachstum unter Eisenmangel. 
Dieses spielt eine Schlüsselrolle bei der intrazellulären Vermehrung (Kapitel 1.5). Da die 
Bakterien nicht in der Lage sind, eisenbindende Siderophore zu produzieren, müssen sie sich 
auf anderem Wege die Eisenvorräte des Wirts erschließen. Es gibt aber Hinweise auf ein 
Legiobaktin mit siderophor-artiger Aktivität, welches im Zellüberstand zu finden ist und nur 
bei Eisenmangel exprimiert wird (LILES ET AL., 2000). Neueste Untersuchungen haben 
ergeben, dass seine Expression durch lbtA bzw. lbtB reguliert ist (ALLARD ET AL., 2006).  
Durch Hbp (hemin binding protein) sind die Bakterien in der Lage, extrazelluläres Hämin 
aufzunehmen, was aber keinen Einfluss auf die intrazelluläre Vermehrung hat (O`CONNELL ET 
AL., 1996B). 
Neben Micp (major iron containing protein) sind weitere Eisen-bindende Proteine bekannt 
(MENGAUD AND HORWITZ, 1993). Der genaue Mechanismus der Eisenaufnahme ist nicht 
bekannt. Das iraAB-Operon (iron aquisition and assimilation) setzt sich aus zwei Genen 
zusammen und ist für die Aufnahme von Eisen und für die intrazelluläre 




Während der virulenzassoziierte Bereich IraA Homologien zu einer Methyltransferase zeigt, 
ähnelt IraB einem Peptidtransporter, der nicht virulenzassoziiert ist (HAMAHATA ET AL., 1996). 
1994 gelang die Klonierung des Repressorproteins Fur (ferric uptake regulation), was bei 
Anwesenheit von Eisen durch Bindung an Promotorregionen von Proteinen, die bei der 
Eisenaufnahme eine Rolle spielen, die Transkription unterdrückt (HICKEY AND CIANCIOTTO, 
1994A). Bei fur muss es sich um ein essentielles Gen der Legionellen handeln, da bis heute 
keine Mutante erzeugt werden konnte. frgA (fur regulated gen) zeigt Homologien zu einem 
aerobactin von E. coli (HICKEY AND CIANCIOTTO, 1997). Eine Mutation im frgA-Bereich 
führt zu einer gestörten intrazellulären Vermehrung. Weiterhin konnte die Bedeutung des 
Eisens für die intrazelluläre Vermehrung durch Mutation des feoB Gens bestätigt werden, die 
besonders bei Eisenlimitation zu einem reduzierten Wachstum führt (ROBEY AND 
CIANCIOTTO, 2002). 
Legionellen sezernieren verschiedene Stoffe in das Umgebungsmedium. Es handelt sich dabei 
vor allem um Toxine mit der Aufgabe der Gewebedestruktion und Bekämpfung von 
Abwehrmechanismen der Wirtszelle. Ein Toxin hemmt z.B. direkt oder über 
Zwischenprodukte die Aktivität der Phospholipase C, die bei der Zerstörung von 
Phosphatidylcholin ein Rolle spielt (DOWLING ET AL., 1992; FLIEGER ET AL., 2000A; FLIEGER 
ET AL., 2000B). 
Die sezernierte Zink-Metalloprotease Msp (major secretory protein) hat ein Molekulargewicht 
von 38 kDa und zersetzt Kollagen, Gelatine und Casein (QUINN AND TOMPKINS, 1989; SZETO 
AND SHUMAN, 1990). Sie zeigt Homologie zu einer Elastase von P. aeruginosa und wirkt 
durch Hämolyse zytotoxisch auf eukaryotische Zellen (MOFFAT ET AL., 1994A). Eine weitere 
Aufgabe ist die Inhibierung der Chemotaxis von humanen Neutrophilen (RECHNITZER AND 
KHARAZMI, 1992). Auch in Monozyten wird der oxidative burst dosisabhängig unterdrückt 
(SAHNEY ET AL., 2001). Bis jetzt konnte noch nicht eindeutig geklärt werden, ob Msp 
virulenzassoziiert ist (EDELSTEIN ET AL., 1999), eine Beteiligung an der Pathogenese im 
Menschen ist jedoch nachgewiesen (MINTZ ET AL., 1993). Nach einem messbaren Anstieg 
ihres Gehaltes ca. 24h nach der Infektion ist sie sowohl im Phagosom als auch außerhalb der 
Makrophagen nachweisbar (RECHNITZER ET AL., 1992). Für die Replikation in diesen scheint 
sie jedoch keine Rolle zu spielen (MOFFAT ET AL., 1994B).  
Ebenfalls hämolytische Aktivtät zeigt das 39 kDa große Legiolysin, welches für die 
Produktion eines braunen Pigmentes verantwortlich ist (WINTERMEYER ET AL., 1991). Eine 




gspA kodiert ein global stress protein , welches Homologie zu Hsp60 von E.coli zeigt (ABU 
KWAIK AND ENGLEBERG, 1994; ALLEN ET AL., 1992). Durch Testung von Nullmutanten im 
Zellkulturmodell konnte eine Virulenzbeteiligung ausgeschlossen werden, da die 
intrazelluläre Vermehrung nicht beeinflusst ist.  
Als Schutzmechanismen sind bei Legionellen zwei Superoxiddismutasen (SOD) und eine 
Peroxidase zu finden (DOWLING ET AL., 1992; SADOSKY ET AL., 1994). Die periplasmatische 
CuZn-SOD, die von sodC gebildet wird, eliminiert extrazelluläre Radikale, während die 
zytoplasmatische Fe-SOD, von sodB kodiert, eher intrazelluläre Sauerstoffradikale abfängt. 
Beim Übergang von der exponentiellen zur stationären Phase ist sodC induziert (ST.JOHN AND 
STEINMAN, 1996). Durch die Gewinnung einer CuZn-SOD-Nullmutante konnte keine 
Virulenzassoziation festgestellt werden. Sie scheint aber für das Wachstum in der stationären 
Phase von Bedeutung zu sein (SADOSKY ET AL., 1994). Außerdem besitzen Legionellen Endo- 
und Exopeptidasen, Proteinkinasen und Phosphatasen. Hämolyse von humanen roten 
Blutkörperchen erfolgt u.a. durch die major cell associated phospholipaseA, welche durch 
plaB codiert ist (FLIEGER ET AL., 2004). Mutanten zeigen eine reduzierte Hämolyse, die 
intrazelluläre Vermehrung ist nicht beeinträchtigt. Mutanten der durch plaA kodierten 
Lysophospholipase A zeigen eine bis zu 80%-ige Reduktion in der Fettsäurespaltung von 
Lysophospholipiden (FLIEGER ET AL., 2002). katA und katB kodieren eine Katalase-
Peroxidase von L. pneumophila, welche für ein niedriges Level an H2O2 sorgt 
(BANDYOPADHYAY ET AL., 2003; BANDYOPADHYAY ET AL., 2004). katA wurde im Periplasma 
der Zelle, katB eher im Zytosol detektiert. 
Beim Übergang in die stationäre Phase kommt es zur Ausbildung von Flagellen. Das 
Strukturgen der Flagellen ist flaA (HEUNER ET AL., 1995; HEUNER ET AL., 1997). Seine 
Regulation erfolgt über den alternativen sigma28 Faktor (fliA), der essentiell und dessen 
Expression temperaturabhängig ist. Überhaupt läuft die Transkription von wichtigen Genen 
der Flagellenexpression in einer komplexen hierarchischen Kaskade ab. Der flil-Genlocus, der 
an der Biosynthese der Flagelle beteiligt ist, zeigt Homologien zu flil von S. typhimurium, wo 
er zur essentiellen Ausstattung gehört (DREYFUS ET AL., 1993). Die Ausbildung einer oder 
mehrerer Flagellen spielt für die intrazelluläre Vermehrung keine Rolle, da Mutanten sich wie 
der Wildtyp im Makrophagenmodell verhalten (MERRIAM ET AL., 1997). Eine direkte 
Beteiligung an der Adhärenz der Bakterien an verschiedene Zelllinien konnte ebenso 
ausgeschlossen werden (DIETRICH ET AL., 2001), jedoch sind die Flagellen letztendlich für die 
Beweglichkeit der Bakterien verantwortlich. Erst kürzlich wurde publiziert, dass Gene der 




machen sind und somit die Flagelle als wichtiger Virulenzfaktor angesehen werden muß 
(MOLOFSKY ET AL., 2005; MOLOFSKY ET AL., 2006).   
1.7 Das Pad-Protein von Legionella pneumophila  
Das Protein Pad ist ein 16 kDa großes Protein, welches in der Bakterienmembran verankert 
ist. In einer früheren Arbeit wurde gezeigt, dass es sich um ein Legionella pneumophila 
spezifisches Protein handelt, da es in allen L. pneumophila Serogruppen, jedoch bei keiner 
der untersuchten non-pneumophila Spezies, nachgewiesen werden konnte (STEUDEL, 2001). 
Auch zeigten sich keine Homologien zu Proteinen anderer Bakterien. Zur Gewinnung des 
reinen Proteins wurde ein 6HisTag-Konstrukt hergestellt, aus dessen Mitte der OrfP16 durch 
PCR gewonnen wurde. Dieser wurde nach mehreren Klonierungsschritten in E.coli 
M15[pREP4] transformiert. Die Immunisierung von Balb/c-Mäusen und eines Kaninchens 
führte zur Gewinnung von sieben monoklonalen (61/1 61/7) und eines polyklonalen 
Antiserums (Anti-P16). Für Mak 61-1, 61-7 und das polyklonale Antiserum konnten mittels 
Peptidspotting drei mögliche Epitope ermittelt werden. Eines dieser putativen Epitope 
befindet sich von Leucin11 bis Prolin20 und wurde mit den Antikörpern 61/1-61/6 und dem 
polyklonalen Antikörper ermittelt. Mit dem Antikörper 61/7 wurde an gänzlich anderer 
Position des ORF`s ein Epitop von Glycin107 bis Methionin116 bestimmt. Das polyklonale 
Antiserum zeigte zusätzlich ein weiteres putatives Epitop von Lysin55 bis Alanin63 an. 
Zur Klärung der Funktion von Pad wurde kurz hinter das Startcodon eine 
Kanamycinresistenzkassette eingefügt und in den, nicht in Legionella autonom replizierenden, 
Vektor pBOC20 kloniert [pCS-25]. Dieser enthält das sacB Gen von Bacillus subtilis, 
welches eine Levansaccharase kodiert. Diese katalysiert die Hydrolyse von Saccharose unter 
Bildung von Levanen (Polymere aus Fruktoseresten), welche für Legionellen toxisch sind. 
Durch einen zweiten Selektionsschritt auf Kanamycin + Saccharose- haltigem Medium wurde 
u.a. die Mutante L. pneumophila Stamm Corby CP7, im Folgenden kurz CP7 genannt, 
gewonnen, die nachweislich die Resistenzkassette in das Genom eingebaut, aber gleichzeitg 
die Vektorsequenz durch Doppelcrossover verloren hatte. Diese Mutante zeigt eine bis zu 
90% schlechtere Aufnahme in A. castellanii im Vergleich zum Wildtyp und zur Pad-
komplementierten Transformante, die durch Wiedereinbringen der Wildtypsequenz, kodiert 
auf dem Plasmid pCS-31, gleichwertig virulent wie der Wildtyp ist. Es ist zu vermuten, dass 




1.8 Ziele dieser Arbeit  
Als erste Aufgabe im Rahmen dieser Arbeit sollte geprüft werden, welchen Einfluß die 
Wachstumsphase der Bakterien auf die Expression des Pad-Proteins hat. Dazu wurde der L. 
pneumophila Wildtypstamm JR32, die Mutante JR32 gac-, der Mutanten-komplementierte 
Vektor JR32gac-pMMB207 sowie der Wildtyp-komplementierte Vektor JR32gac-pMMB207 
gac+ bis in die stationäre Wachstumsphase kultiviert. Die, zu unterschiedlichen Zeitpunkten, 
entnommenen Proben wurden im ELISA auf die Expression des Proteins mit dem Pad-
spezifischen Antikörper 61-1 getestet. Als Kontrolle wurden die Kulturen sowohl mit dem 
Antikörper 22-1 (Mip-Protein) als auch mit dem Antikörper 48-6 (Flagellenprotein) 
untersucht.   
Zur funktionalen Charakterisierung sollte das Protein unter verschiedenen Aspekten mittels 
Zellkulturversuch analysiert werden. Eine Frage war dabei, ob die Expression und Funktion 
des Proteins temperaturreguliert ist. Zur Klärung dieser Fragestellung wurde der L. 
pneumophila Wildtypstamm Corby, die Pad-negative Mutante L. pneumophila  Stamm Corby 
CP7 und die, mit der Wildtypsequenz komplementierte Mutante L.pneumophila Stamm Corby 
CP7 [pCS31]CFU7 eingesetzt. Die Stämme wurden bei 25°C, 30°C sowie bei 37°C über 15 
Stunden zur Gewinnung von exponentielle Phase-Kulturen (EP) bzw. über 50 Stunden bis in 
die stationäre Phase (SP) in Bouillon kultiviert. Die gewonnenen EP- bzw. SP-Kulturen aller 
drei Stämme sollten im Zellkulturversuch mit der Wirtszelle A. castellanii untersucht werden, 
wobei die Infektionsversuche bei 25°C, 30°C bzw. 37°C durchzuführen waren. 
Desweiteren sollte die Funktion des Proteins bei der Aufnahme in die Wirtszelle A. castellanii 
stammübergreifend untersucht werden. Dazu sollten Mutanten von zwei weiteren Legionella 
pneumophila Stämmen der Seroguppe 6 (Stamm WH88) bzw. der Serogruppe 10 (Stamm 
WH89) gewonnen werden. Zur Isolierung dieser Mutanten wurde das Plasmid pCS-25, 
welches das mutierte Pad-Protein kodiert, in die Wildtypstämme elektroporiert. Durch einen 
zweiten Selektionsschritt auf Kanamycin und Saccharose sollten Mutanten selektiert werden, 
welche die Wildtypsequenz gegen den mutierten Locus sicher ausgetauscht hatten. Die 
Mutanten waren ebenfalls im Infektionsversuch mit A. castellanii zu testen.     
Abschließend sollten fünf non-pneumophila Spezies mit dem Wildtypprotein-kodierenden 
Plasmid (pCS-31) komplementiert werden und die Adhärenz / Aufnahme der Pad-
komplementierten Klone im Infektionsversuch mit der Adhärenz / Aufnahme der Wildtypen 




Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Feststellung zytotoxischer Effekte der 
Bakterien auf die Wirtszelle. Dazu sollte, unter dem Aspekt des Einflusses der 
Wachstumsphase der Bakterien, A. castellanii mit EP- bzw. SP-Kulturen des Wildtypstamms 
Corby bzw. der Mutante CP7 infiziert und die Umsetzung des Substrats Resazurin (Cell Titer 
Blue Cell Viability Assay) durch die intakte Atmungskette der Amöbenzellen photometrisch 
verfolgt werden.   
Der zweite Teil der Arbeit beschäftigte sich mit der molekularen Charakterisierung des zu 
untersuchenden Pad-Proteins. Dazu sollten durch Immunisierung einer Maus mit dem 
rekombinanten Protein zusätzlich zum vorhandenen Pad-spezifischen Antikörper 61-1 weitere 
Antikörper gewonnen werden. Durch zwei unterschiedliche Phagen-Bibliotheken sollte mit 
der Phage-Display-Technik nach putativen Epitopen des Pad-Proteins für monoklonale 
Antikörper gesucht werden.  
Durch Mutation im Bereich der ermittelten Epitope und Testung der Mutanten auf ihre 
Bindungsunfähigkeit mit dem Antikörper 61-1 sollten die vermuteten Epitope bestätigen 
werden.  
Ergänzend dazu sollte nach dem entsprechenden Rezeptor an der Wirtszelloberfläche gesucht 
werden. Zur Klärung dieser Fragestellung wurden, mit L. pneumophila Stamm Corby und der 
Mutante CP7 infizierte,  A. castellanii-Zellen lysiert und die Proteine im SDS-Gel nach ihrer 
Größe aufgetrennt und mit dem anti-Phosphotyrosin-Antikörper RC20 untersucht. 




2 Material und Methoden  
2.1 Nährmedien und Zusätze  
Soweit nicht anders erwähnt, gelten für die verwendeten Antibiotika und Zusätze die 
genannten Konzentrationen.  
2.1.1 Antibiotika 
Ampicillin:  Endkonzentration: 100 g/ml, sterilfiltiert  
Chloramphenicol: Endkonzentration: 50 g/ml, sterilfiltiert 
Gentamicin:  Endkonzentration: 80 g/ml, sterilfiltiert  
Kanamycin:  Endkonzentration: 25 g/ml, sterilfiltiert 
Penicillin:  Endkonzentration: 1000IE/ml 
Streptomycin:  Endkonzentration:10 g/ml 
Tetrazyklin:  Endkonzentration: 20 g/ml, sterilfiltiert  
2.1.2 sonstige Zusätze  
Ethidiumbromid: 0,0001% 
FKS:   Endkonzentration 10% 
IPTG:    Endkonzentration: 40 g/ml 
Lysozym:   Endkonzentration: 100 g/ml 
Mercapthoethanol: Endkonzentration: 10% 
Proteinase K:   Endkonzentration: 20 g/ml 
RNase:   Endkonzentration: 200 g/ml 





Alle Medien wurden vor Zugabe von Glukose oder anderer Zusätze (z.B. 
IPTG/Xgal/Antibiotika) 20 min bei 120°C autoklaviert.  
ATCC Kulturmedium 712 PYG für Acanthamoeba castellanii (pH 6,5)  
0,4 M MgSO4 * 7 H2O (Merck) 
0,05 M CaCl2 (Merck) 
0,1 M Na-citrat * 2 H2O (BioRad) 
0,25 M KH2PO4  (Merck) 
0,25 M Na2HPO4 * 2 H2O (Merck) 
5 mM Fe(NH4)(SO4)2 * 6 H2O (Merck) 
20 g/L Proteose-Pepton (BD) 
1g/L Hefeextrakt (Oxoid)   
RPMI zur Anzucht der Myelomzelllinie X63 
Fertigmedium (PAA, Österreich)  
GC-FC- Bouillon zur Anzucht von Legionella spec.  
2,3 mM K2HPO4 (Merck) 
0,73 mM KH2PO4  (Merck) 
1,5 g/L Proteosepepton (BD) 
1 g/L Hefeextrakt (Oxoid) 
SR 110A Supplement (Legionella-Wachstumskomplement von Oxoid)  
LB-Bouillon zur Anzucht von E.coli 
15g/L LB-Medium (Difco)  
SOC-Medium zur Anzucht von elektroporierten E.coli 
2g Bacto-Trypton (BD), 0,5g Hefeextrakt (Oxoid) 
10mM NaCl (Merck) 
10mM KCl (Merck) 
10mM MgCl2*6H2O (Merck)  
10mM MgSO4*7 H20 (Merck) 




Ph.D.7 Phage Display Peptide Library Kit (New England Biolabs)  
LB/IPTG/Xgal-Platten:  
LB-Medium + 15g/L Agar, IPTG/Xgal   
Agarose-Top:  
10 g/L Bacto-Trypton (BD)        5 g/L Hefe-Extrakt (Oxoid) 
0,086M NaCl (Merck)  0,005M MgCl2*6 H2O (Merck)  
7g/L Agar (Merck)  
LB-Tetrazyklinplatten: LB-Medium + 15g/L Agar, Tetrazyklin  
FliTrx Random Peptide Display Library (Invitrogen)  
IMC-Medium:  
1x M9-Salze (siehe 2.2) 
0,2 % Casaminosäure (Sigma) 
0,5% Glukose (Merck) 
1 mM MgCl2 (Merck) 
100 g/ml Ampicillin  
RMG-Amp-Platten:  
1x M9-Salze 
2% Casaminosäure (Sigma) 
0,5% Glukose (Merck) 
1mM MgCl2 (Merck) 
1,5% Agar  




2.2 Puffer und Lösungen  
2.2.1 PCR und Gelelektrophorese  
Stopplösung  
1M Glycerin (Merck) 
10 mg Bromphenolblau (VEB Laborchemie Apolda) 
0,5 M EDTA (Merck) 
10 mM Tris- HCl (pH 8,0) (Roth) 
2,9 ml A.bidest   
TBE-Puffer für Gelelektrophorese (10x) (pH 8,3) 
0,9 M Tris (Roth) 
0,9 M Borsäure (Roth) 
0,025 M EDTA (Merck)  
2.2.2 Southernblot   
TAE-Puffer pH 8:  0,04M Tris  - HCl(Roth)       
0,001M EDTA (Merck)   
Depurinierung:    250mM HCl (Merck)  
Denaturierung:    1,5M NaCl (Merck)      
0,5M NaOH (Merck)  
Neutralisierung pH 7,5:  1,5M NaCl (Merck)      
0,5M Tris-HCl (Roth)  
20x SSC pH 7,0 :   0,3M Na3-Citrat (Promega)      




2.2.3 Proteinnachweis  
PBS (pH 7,2) 
0,05 M Na2HPO4 * 2 H2O (Merck) 
8 mM NaH2PO4 * H2O (Merck) 
0,75 M NaCl (Merck)  
Substratpuffer ELISA (pH 5,0) 
Lösung A: 0,1 M Citronensäure (Merck) 
Lösung B: 0,2 M Na2HPO2*2H2O (Merck) 
121,5 ml Lösung A, 128,5 ml Lösung B, mit 250 ml A. dest aufgefüllt,   
ELISA-Stopplösung 
0,5M H2SO4   
Probenpuffer (2x) für Westernblot mit NuPAGE Bis/Tris- Fertiggelen 
100ml A.dest 
126mM Tris-HCl (Roth) 
2% SDS (Roth) 
20% Glycerol (Merck) 
0,0025% Bromphenolblau (VEB Laborchemie Apolda) 
5% -Mercaptoethanol (Roth)  
NuPAGE MES- Running Buffer (20x) (Invitrogen) 
NuPAGE Transfer Buffer (20x) (Invitrogen)  
Silberfärbung von Proteinen mittels SilverStaining Kit Protein 
(AmershamBiosciences)  
Fixierlösung: 100ml Ethanol, 25ml Eisessig, auf 250ml mit A. dest aufgefüllt 
Sensibilisierungspuffer: 75ml Ethanol, 1,25ml Glutardialdehyd (25% w/v), 10ml 
Sodium Thiosulfat (5% w/v), 17g Sodium Acetat, auf 250ml mit A.dest aufgefüllt 
Silber-Lösung: 25ml Silbernitrat-Lösung (2,5% w/v), 0,1ml Formaldehyd (37% 




Entwickler: 6,25g Sodium Karbonat, 0,05ml Formaldehyd, auf 250ml mit A.dest 
aufgefüllt 
Stop-Lösung: 3,65g EDTA-Na2*2H2O in 250ml A.dest gelöst  
SDS- Page  
PPPC Probenpuffer (2x):   100 mM  Tris/HCl (Roth)     
      24%        Glycerol (Merck)     
        8%  SDS (Roth)    
              0,02%  Coomassie blue G-250 (Ferac Berlin)     
        2%   Mercaptoethanol (Roth)   
Tricine- Gelpuffer pH 8,45:    3M  Tris-HCl      
       0,3% SDS  
10% APS:          10% APS (Applichem)  
1x Anodenpuffer pH 8,9:      0,2M  Tris    
1x Kathodenpuffer:       0,1M  Tris      
     0,1M  Tricine      
     0,1%  SDS     
2.2.4 Proteinphosphorylierung  
Puffer zum Abstoppen der Infektion  
1x PBS 
5mM NaF (Roth) 
1mM Na3VO4 (Sigma)  
Lysispuffer 
20 mM Tris (pH 7,6)  




10 mM Na3VO4  
1 mM EDTA  
1 mM Phenylmethylsulfonyl-Fluorid (Roth) 
2 g/ml Aprotinin (Roth) 
2 g/ml Leupeptin (Serva)  
Blockpuffer 
1% BSA 
10mM Tris- HCl pH 7,5 
100mM NaCl 
0,1% Tween20  
2.2.5 Aufreinigung von exprimierten Proteinen über Ni-NTA-Agarose 
Puffer A: 6M Guanidinhydrochlorid, 0,1M NaH2PO4, 0,01M Tris/HCl, pH 8,0 
Puffer B: 8M Harnstoff, 0,1M NaH2PO4, 0,01M Tris/HCl, pH 8,0 
Puffer C: wie Puffer B, pH 6,3 
Puffer D: wie Puffer B, pH 5,9 
Puffer E: wie Puffer B, pH 4,5  
2.2.6 Epitopmapping  
Ph.D.7 Phage Display Peptide Library Kit (New England Biolabs)  
Blockpuffer: 0,1 M NaHCO3 (pH 8,6), 5mg/ml BSA, 0,02% NaN3 
TBS: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl 
PEG/NaCl: 20 % (w/v) Polyethylen-Glycol- 8000, 2,5 M NaCl  
FliTrx Random Peptide Display Library (Invitrogen)  
10x M9 Salze pH 7,4: 
0,34 M Na2HPO4 
0,22 M KH2PO4 
0,86 M NaCl 





IMC-Medium, 100 g/ml Ampicillin 
1% Magermilchpulver 
150 mM NaCl 
1% -methyl-Mannosid (Sigma)  
Waschpuffer : 
IMC-Medium, 100 g/ml Ampicillin 




2.3 Geräte  
ABI Prism TM 377 DNA- Sequenzer 
Maxi dry lyo Vakuumzentrifuge 
ABI Prism 310 Genetic Analyser 
Satorius basic Waage 
pH Meter 325 (WTN) 
Mikrowelle (Siemens) 
Zentrifuge 3 K 18 (Sigma) 
Megafuge 1.0R (Heraeus) 
Thermoshake TH05 / THL5 (Gerhardt) 
Varioklav 250T Steam sterilizer (H+P Labortechnik) 
Tiefkühlschrank SK 40-350S (Schneider) 
Tiefkühlschrank Colora UF 80-450S (Schneider) 
Cytospin  3 (Shandon) 
Cytoträger (Shandon) 
Galaxy Mini (VWR) 
Rotary mixer (Hartenstein) 
Wasserbad (GFL) 
Axiovert (Carl Zeiss Jena) 
Auflichtfluoreszenzmikroskop LABOVAL  2 a*fl (Carl Zeiss Jena) 
Gel Doc 2000 (BioRad) 
Druckerpapier für Gel Doc 2000 Mitsubishi P91 
Pipetten Reference  variabel (0,5-10; 10-100, 100-1000 l) (Eppendorf)  
PowerPack 300 (BioRad) 
Power Wave 200 (Bio Tek Instruments) 
Plattenwaschgerät WW 015/ Well wash 5000 (Dunn Labortechnik) 
Consort E443 (Belgien) 
Xcell II/ xcell sure Lock (Invitrogen) 
Wippschüttler Profile Rocker (New Brunswick Scientific, USA) 
Turbox (Orion Diagnostica) 
GeneQuant pro (Amersham Biosciences) 
Tischzentrifuge 5415C ( Eppendorf) 
Heizblock (Hartenstein) 
Sterilbank Hera safe (Heraeus Instruments) 
Brutschrank Hera cell (Heraeus Instruments) 
Brutschrank Function line (Heraeus Instruments) 
Thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) 
Robo Cycler Gradient 96 (Stratagene) 
Thermocycler GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) 
Plattenschüttler IKA-Schüttler MTS 2 (IKA-Labortechnik) 
Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf) 
Thermomixer 5437 (Eppendorf) 
Kühlschrank profi line (Liebherr) 
Minishaker MS2 (IKA-Labortechnik) 
Labopet 240 (Greiner Labortechnik) 
Fireboy plus (Integra Biosciences) 
Laborwaage (Faust) 




2.4 sonstige verwendete Materialien und Testkits  
Seakem- Agarose (Biozym) 1%; 1,5 %  
Big Dye  Terminator v 1.1 (Applied Biosystems) 
Smart Ladder SF (Eurogentec) 
Smart Ladder  (Eurogentec) 
Lambda DNA-BstEII Digest (New England Biolabs) 
Taq DNA Polymerase (Promega) 
10 mM dNTP mix (Fermentas) 
PCR Purification Kit (Qiagen) 
Genomische DNA Buffer Set (Quiagen) 
AutoSeq G50 (Amersham Biosciences) 
TopoA Cloning Vektor (Invitrogen) 
PCRScriptCam Cloning Vector (Stratagene) 
Cell Titer-Blue Tm Cell Viability Assay (Promega)  
NuPage BisTris-Gel (10%) (Invitrogen) 
Multimark Standard (Invitrogen)  
Nitrocellulose-Membran LC 2000 (Invitrogen) 
Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sigma) 
ECL Plus TM Western Blotting Detection Reagent (Amersham Biosciences) 
ECL Direct Labelling and Detection System (Amersham Biosciences) 
Ph.D.-7 TM Peptide Library Kit (New England BioLabs) 
FliTrx Random Peptide Display Library (Invitrogen) 
GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) 
Fastplasmid (Eppendorf) 
BCA-Protein-Assay (Pierce) 




Vivaspin 6 (Vivascience) 
Polypropylen Columns (15ml) (Qiagen) 








Tabelle 2.1: in dieser Arbeit eingesetzte Bakterienstämme 
Stamm Bemerkungen Referenz /Herkunft
L. pneumophila Stamm Corby virulentes 
Patientenisolat  
Jepras et al. 1985 
L. pneumophila Stamm Corby CP7 Kmr, orf16::npt    Steudel 2001 
L. pneumophila Stamm Corby CP7 [pCS-31]CFU7 Kmr, Camr; P16+ Steudel 2001 
L. pneumophila Stamm WH88 Wasserisolat (Lueck et al., 
1994b)L. pneumophila Stamm WH89 Wasserisolat Lueck et al., 1994b 
L. bozemanii L99-343 Patientenisolat Deutschland 
L. bozemanii France 5 Wasserisolat Frankreich 
L. parisiensis (H962) Patientenisolat Deutschland 
L. longbeachae (A46) Wasserisolat Australien 
L. tauriniensis (Koper 11) Wasserisolat Slovenien 
L. pneumophila (JR32)  Forsbach-Birk et al., 
2004L. pneumophila (JR32gacA-) kmr  
L. pneumophila  (JR32gacA- pMMB207) 
L .philadelphia(JR32gacA- pMMB207)
kmr, cmr  
L. pneumophil  (J ac - gac+) kmr, cmr  
E. coli DH5 sup E  
E. coli M15 [pREP4]+pCS1 Nals, Strs, rifs, lac-, ara-,  
Gal-, mtl-, F-, recA+, uvr+
Steudel, 2001 













2.6 monoklonale und polyklonale Antikörper  
Tabelle 2.2: in dieser Arbeit verwendeten Antikörper 
Antiköper Herkunft Bemerkung 
Mab 22-1)1 Helbig, 1995 Mip-protein , 24 kDa 
Mab 48-6)1 Helbig, ? Flagelle, 48 kDa 
Mab 61-1)1 Steudel, 2001 Pad-Protein, 16 kDa  
Mab 83-1)1 diese Arbeit Pad-Protein, 16 kDa 








polyclonal swine anti-rabbit 
immunoglobulin-HRPO)2 
(Dako Cytomation) Detektion 
polyclonal anti-Ziege-HRPO)2 (Sigma) Detektion 




2.7 Oligonukleotide  
Tabelle 2.3: in dieser Arbeit verwendete Primer  
Primer Sequenz Verwendung Hersteller
Mip do 5`-tca gtt agc tgg agt cca gta tag ctg gag ctc cag 
tcc-3` 
Typisierung 1 
Mip up 5`-ggg aga tta gct tta tga aga tga aga ctt gg- 3` Typisierung 1 
Mip-seq 5`-ttt atg aag atg aag act tgg tca gct gc-3` Typisierung 1 
rpo leg up 5`-gat gat atc gat cac tgt atg gg-3` Typisierung 2 
rpo leg do 5`-tcc agc ggc gtt tca ata gct gg-3` Typisierung 2 
FliTrx for 5`-att cac ctg act gac gac-3` Epitop Pad 2 
FliTrx rev 5`-ccc tga tat tcg tca gcg-3` Epitop Pad 2 
Peptide up 5`-cgc aat tcc ttt agt ggt acc-3` Epitop Pad 2 
Peptide-96seq do 5`-gcc ctc ata gtt agc gta acg-3` Epitop Pad 2 
M24 5`-cgc cag ggt ttt ccc agt cac gac-3` Genemorph 1 
M33 5`-agc gga taa caa ttt cac aca gga-3` Genemorph 1 
M13- 20 5´-gta aaa cga cgg cca gt-3` PCR Sript Cloning 1 
M13-rev 5´-gga aac agc tat gac cat ga-3` PCR Sript Cloning 1 
P16-1912 5`-ggt atg atc ttg ccc tgg tac-3` Genemorph 2 
P16-2716 5`-tat ggg tta gca tac tga gcg -3` Genemorph 2 
P16-2037 5`-ctg cta tca gca tgg aag-3  Genemorph 2 
P16-coup 5 -gcc acg ctc gct ttg ata-3  Genemorph 2 
P16-couprev 5 -tat caa agc gag cgt ggc-3  Genemorph 2 
P16-colo 5 -taa cca acg aac aaa aat cac aat-3  Genemorph 2 
P16-colorev 5 -att gtg att ttt gtt cgt tgg-3  Genemorph 2 
P16-2495r 5 -aaa gaa caa atc aat gcg ctc a-3 Genemorph 2 
P16- 2495f 5 -tga gcg cat tga ttt gtt ctt-3  Genemorph 2 
P16- 1957 5`-gac tat gta tga cca cag ta-3` Mutation 1 
P16- 2673 5`-ggt tag aga gaa cgt ttg cc-3` Mutation 1 
P16-2043 up 5`-ctg cta tca gca tgg aag tt Mutation 1 
P16E1- AS11 5`-gcc acg cac gct ttg ata ttt-3` Mutation 1 
P16E1- AS12 5`-gcc acg ctc act ttg ata ttt a-3` Mutation 1 
P16E1- AS13 5`-cgc tcg ctt cga tat tta tct t-3` Mutation 1 
P16E1- AS14 5`-ctc gct ttg tta ttt atc ttt gg-3` Mutation 1 
P16E1- AS15 5`-gct ttg ata ctt atc ttt ggt ca-3` Mutation 1 
P16E1- AS16 5`-gat att ttt ctt tgg tca gcc t-3` Mutation 1 
P16E1- AS17 5`-gat att tat cta tgg tca gcc t- 3` Mutation 1 
P16E1- AS18 5`-gat att tat ctt cgt cag cct- 3` Mutation 1 
P16E1- AS19 5`-ctt tgg tga gcc tgt ctt  tg-3` Mutation 1 
P16E1 AS20 5`-ggt cag tct gtc ttt gcc aa-3` Mutation 1 
P16-748U 5`-tat gac cac agt aat tag aca aag-3` Kontrolle pCS25 2 
P16-748L 5`-tgg gtt agc ata ctg agc gaa ata-3` Kontrolle pCS25 2 
Tn10do 5`- caa agc cgc cgt ccc gtc aag-3` Southernblot 2 
Tn10up 5`- gcc ggt tgc att cga ttc ctg-3` Southernblot 2 
1) Biomers.net 




2.8 Zellkultur und Anzuchtbedingungen für Bakterien  
2.8.1 Anzucht von Acanthamoeba castellanii  
Zur Anzucht wurde eine axenisch gewachsene Acanthamoeba castellanii Kultur in eine 50 
ml Zellkulturflasche in PYG 712 Medium nach ATCC eingesät. Die Inkubation erfolgte im 
Dunkeln bei Raumtemperatur. Einmal pro Woche wurde die Kultur im Verhältnis 1:10 mit 
frischem Medium umgesetzt.  
2.8.2 Anzucht von Legionella spec.      
Die Anzucht der Bakterien erfolgte auf BCYE-Platten (mit oder ohne Selektionsdruck) oder 
unter Schütteln als Flüssigkultur in GC-FC-Boillon bei 37°C + 5% CO2. Für 
Infektionskulturen wurden virulente, in A. castellanii gewachsene Kulturen, auf BCYE-
Platten (mit oder ohne Selektionsdruck) kultiviert und in GC-FC Bouillon bis zur 
exponentiellen oder stationären Phase bei 37°C unter Schütteln inkubiert.  
2.8.3 Anzucht von E.coli spec.   
Die Anzucht von E.coli erfolgte auf LB-Platten (mit oder ohne Selektionsdruck) oder als 
Flüssigkultur in LB-Medium (mit oder ohne Selektionsdruck) bzw. in IMC-Medium unter 
Schütteln bei 37°C.  
2.9 Herstellung elektrokompetenter Zellen von Legionella spec.  
Für die Herstellung wurde eine Kultur von Legionella spec. auf einer BCYE-Agar-Platte unter 
Standardbedingungen bei 37°C + 5% CO2 angezüchtet. Eine Impföse der gewachsenen Kultur 
wurde in 200 ml GC-FC-Bouillon resuspendiert und für ca. 6 h weiter inkubiert. Nach 10 min 
Inkubation auf Eis folgte ein Zentrifugationsschritt für 10 min bei 4°C und 5000 rpm. Das 
Pellet wurde in 200 ml eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen und erneut per Zentrifugation 
geerntet. Nach schrittweiser Reduktion auf 100 bzw. 50 ml Glyzerin wurde das Pellet 





2.10 Herstellung elektrokompetenter E.coli   
Für die Herstellung elektrokompetenter E.coli wurden 2 ml einer ü.N.-Kultur von E. coli 
DH5 in 500 ml LB-Medium überführt. Dem Schütteln bei 37°C bis zu einer OD600 von 0,6 - 
0,8 folgte ein Inkubationsschritt auf Eis für eine Stunde. Die Zellen wurden durch 
fünfzehnminütiges Zentrifugieren bei 4°C geerntet. Nach zweimaligem Waschen mit je 100 
ml eiskaltem A. bidest wurde das Pellet in 2 ml eiskaltem 10%-Glyzerin resuspendiert. Die 
Zellen wurden zu je 40  l aliquotiert und bei 80°C gelagert.  
2.11 Elektroporation  
Zum Einbringen von Plasmiden in die Zielzelle wurde die Methode der Elektroporation 
gewählt. Dazu wurden 40 l elektrokompetente Zellen (siehe Kapitel 2.9 bzw. Kapitel 2.10) 
auf Eis aufgetaut und mit 200 650 ng Plasmid versetzt. Der Ansatz wurde in eine 
vorgekühlte Elektroporationsküvette überführt. Die Legionella-Zellen wurden bei 2,3 kV, 100 
, 25 FD, E.coli-Zellen bei 2,5kV, 200 und 25 FD gepulst. Der Ansatz wurde in 1 ml 
GC-FC Bouillon (L. sp.) bzw. in 1 ml SOC-Medium (E. coli) aufgenommen und ü.N. bzw. 
für 1 h ohne Selektionsdruck bei 37°C geschüttelt. Davon wurden 100 l auf eine BCYE-
Platte bzw. LB-Platte mit Antibiotika ausplattiert und bei 37°C + 5% CO2 inkubiert.  
2.12 Molekularbiologische Methoden  
2.12.1 PCR  
Bei dieser Methode wird mittels eines Enzyms (Polymerase I aus Thermus aquaticus) ein 
ausgewähltes Stück der untersuchten DNA so oft vervielfältigt, bis genügend Kopienzahlen 
für anschließende Untersuchungsmethoden vorliegen. In der Tabelle 2.4 ist ein allgemeines 
PCR-Protokoll zusammengestellt. Die einzige Variable ist die Annealingtemperatur (siehe 




Tabelle 2.4: PCR-Protokoll allgemein 
Schritt Zyklenzahl Temperatur (°C) Zeit (min) 
Denaturierung 1 95 2 
Denaturierung 35 95 1 
Annealing 35 X 1 
Elongation 35 72 2 
Elongation 1 72 5 
4  
Nach einem initialen Denaturierungsschritt, bei dem der DNA-Doppelstrang aufgespalten 
wird, binden zwei kurze Oligonucleotidsequenzen (Primer) an die Matrize. Die Denaturierung 
erfolgt bei 96°C, die Hybridisierung in Abhängigkeit der verwendeten Primer. Die 
Hybridsierungstemperatur wurde für jedes Primerpaar durch die Ermittlung der 
Schmelztemperatur nach folgender Gleichung berechnet:      
Tm = (4*[G+C]) + (2* [A+T]) °C     
Th  = Tm 5°C  
Bei Tm dissoziiert das vollständig gepaarte Hybrid. 1 - 5°C darunter können sich ohne 
Fehlpaarungen Hybride zwischen Primer und Matrize bilden, weshalb dies als die optimale 
Hybridisierungstemperatur (Th) angenommen wurde. Die zugegebene Taq-Polymerase 
synthetisiert durch Anheften der ebenfalls zugegebenen dNTP`s einen neuen Strang. Das 
Temperaturoptimum der Taq-Polymerase liegt bei 72°C. Nach der Kettenverlängerung 
beginnt mit der Denaturierung aller Einzelstränge und dem Anlagern weiterer Primer ein 
neuer Zyklus. In der Regel sind 35 Zyklen für eine ausreichende DNA-Menge notwendig. 
Nach 35 Zyklen in einem Thermocycler wurde ein Aliquot (10 l) mit 6 l Stopplösung für 
die PCR versetzt und in einem 1% (ab ca. 6000 bp) bzw. 1,5%-igem (<6000 bp) Agarosegel 
aufgetrennt.  
Zur Sichtbarmachung des PCR-Produkts wurde das Gel in einer 0,0001%igen 
Ethidiumbromidlösung ca. 20 min inkubiert. Ethidiumbromid hat die Eigenschaft unter UV-
Licht zu fluoreszieren. Durch seine Interkalation in die Basenzwischenräume wird die DNA 
sichtbar gemacht.  
Zur Abschätzung der Fragmentlänge wurde immer ein Größenmarker, entweder der Smart-





2.12.2 Aufreinigung von PCR-Produkten  
Um mit dem erhaltenen PCR-Produkt weiterarbeiten zu können, wurden alle störenden 
Substanzen (Primer, Polymerase) entfernt. Dies erfolgte in Abhängigkeit vom weiteren 
Versuchsziel nach unterschiedlichen Verfahren.  
Folgte nach der PCR eine Sequenzierung, wurde das Produkt mit Exo-Sap aufgereinigt. 
Diese Lösung besteht aus zwei Enzymen, wobei im ersten Schritt durch die enthaltene 
Exonuclease I (EXO) einzelsträngige DNA, inklusive der Primer, abgebaut wird. Diese 
Reaktion erfolgte bei 37°C für 30 min. Die SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) hydrolysiert 
die verbleibenden dNTP`s bei 80°C für 15 min.  
Sollte das Produkt für Klonierungsexperimente verwendet werden, wurde es mit dem PCR 
Purification-Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben aufgereinigt. Dabei wird die DNA 
mit dem 5-fachen Teil an Bindepuffer des Probenvolumens durch Zentrifugation bei 4500 
rpm für 60-90 sek an eine Matrix gebunden. Die Säule wurde mit alkoholhaltigem Puffer für 
4500 rpm für 60-90sek gewaschen und zum Schluss die gebundene DNA mit Elutionspuffer 
(zwischen 20 und 50 l) in einem frischen Eppendorfgefäß durch einen weiteren 
Zentrifugationsschritt aufgefangen.  
2.12.3 DNA-Sequenzierung  
Zur Sequenzierung wurde die Kettenabbruchmethode angewandt (SANGER ET AL., 1977). 
Neben den vier normalen Nukleotiden, die bei der PCR zur Anwendung kommen, wurde eine 
Mischung aus einem Puffer, einer Polymerase und vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierten 
ddNTP`s (Didesoxy-ATP, -GTP, -CTP, -TTT) zugegeben. Das allgemein gültige Protokoll ist 
in der Tabelle 2.5 zusammengestellt.   
Tabelle 2.5: allgemeines  PCR-Protokoll zur Sequenzierung  
Schritt Zyklenzahl Temperatur (°C) Zeit (min) 
Denaturierung 1 96 2 
Denaturierung 25 96 1 
Annealing 25 X 0:30 
Elongation 25 60 4 
Elongation 1 60 5 
4  
Durch Oxidation dieser Nukleotide fehlt am 3`-Ende ein Sauerstoffatom, an das 




fehlenden Sauerstoffatoms zum Kettenabbruch. Die erhaltenen Fragmente wurden in einem 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Autoradiografie ausgewertet. Die DNA-Sequenz 
wurde mit den Programmen Seqman und Bioedit auf Sequenzierfehler kontrolliert. 
2.12.4 Klonierung  
Unter Klonierung versteht man das Einfügen eines DNA-Fragments in einen Vektor. Dazu 
werden beide mit einem Restriktionsenzym geschnitten, vermischt und durch ein 
Ligationsenzym wieder zu einem Ring vereinigt. 
2.12.4.1 Topo TA Klonierung und Transformation  
Zur Expression eines gewünschten PCR-Produkts in einen Plasmid-Vektor wurde der PCR 
2.1- TOPO Vektor der Firma Invitrogen eingesetzt. Dieser enthält eine Resistenzkassette 
für Ampicillin und eine für Kanamycin. In die mcs (multiple cloning site) ist ein lacZ -Gen 
inseriert. Vorraussetzung für die Ligation in den Vektor ist ein Adenin-Überhang des PCR-
Produkts, da der Vektor nach Spaltung einen 3´-Thymidinüberhang hat. Dazu wurde zu dem 
aufgereinigten PCR-Produkt der linear vorliegende Vektor, Salz und H2O gegeben und alles 
für 5 min bei Zimmertemperatur inkubiert. Die enthaltene Topoisomerase I des Vaccinia-
Virus bindet an die doppelsträngige DNA und spaltet einen der beiden Stränge spezifisch an 
5´- CCCTT- Stellen. An dem letzten Thymin wird das Adenin des PCR-Produkts angeheftet. 
Zwischen dem 3´-Phosphat des gespaltenen Stranges und einem Tyrosyl-Rest der 
Topoisomerase entsteht eine kovalente Bindung. Diese Phospho-Tyrosyl-Bindung wird durch 
die 5´-Hydoxy-Gruppe des gespaltenen Stranges wieder aufgebrochen und die Topoisomerase 
wird frei, im Vektor liegt das eingebaute PCR-Produkt vor. 
Das Ligationsprodukt aus Vektor und Zielinsert wurde in One Shot Top 10F chemisch 
kompetente Zellen transformiert. Dazu wurden die im Klonierungskit enthaltenen Zellen 
schonend auf Eis aufgetaut und zu je 40 l in vorgekühlte Eppendorf-Gefäße aliquotiert. Zu 
diesen wurden 2 l des Klonierungsansatzes pippetiert und nach gründlichem Mischen für 30 
min auf Eis inkubiert. Zur Insertion wurden die Zellen für 30 sek auf 42°C erwärmt und 
danach sofort 2 min auf Eis abgekühlt. Im Anschluß wurden sofort 250 l SOC-Medium, 
welches auf 42°C vorgewärmt war, zugegeben und für mindestens 60 min bei 37°C unter 
leichtem Schütteln inkubiert. 50 bzw. 100 l der transformierten Zellen wurden auf LB-Agar 
mit Kanamycin, IPTG und X-Gal ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Nach einem Tag 
wurden weiße Klone auf eine frische LB-Kanamycin-Platte abgeimpft und zur weiteren 




2.12.4.2 PCR-Skipt-Cam-Klonierung und Transformation  
Als zweiter Klonierungsvektor wurde der PCR-Sript-Cam-Vektor der Firma Stratagene nach 
den Angaben des Herstellers verwendet. Dieser trägt eine Chloramphenicol-Resistenz-
Kassette. In die mcs ist ein lacZ-Gen inseriert, so dass die Klone über blau-weiß-Selektion 
gewonnen werden. Vorraussetzung für die erfolgreiche Ligation in diesen Vektor ist das 
Vorliegen eines PCR-Produktes mit sogenannten Blunt-ends. Diese können im Polishing- 
Verfahren erzeugt werden. Dazu wurden 10 l des PCR-Produkts mit 1 l 10mM dNTP`s, 1,3 
l des 10-fach konzentrierten Polishing-Puffers und 1 l der cloned Pfu-DNA-Polymerase 
gemischt und 30 min bei 72°C im Thermocycler inkubiert. Das Polishing-Produkt wurde 
sofort in der Ligationsreaktion eingesetzt oder bei 4°C aufbewahrt. Für die Ligation wurden 
zu 2 4 l Polishing-Produkt (abhängig vom DNA-Gehalt des PCR-Produkts) 1 l des 
pCRScript-Vektors, 1 l pCRScript-Puffer (10x), 0,5 l 10mM rATP, 1 l srfI-
Restriktionsenzym und 1 l T4 DNA-Ligase zugegeben und mit A. bidest auf 10 l 
Endvolumen aufgefüllt. Der Ansatz wurde nach gründlichem Mischen für eine Stunde bei 
Zimmertemperatur inkubiert und danach die Ligase für 10 min bei 65°C inaktiviert. Das 
Ligations-Produkt wurde bis zur Transformation auf Eis inkubiert.  
Für die Transformation wurden superkompetente Kanamycin-resistente Zellen von E. coli auf 
Eis aufgetaut und zu je 40 l in vorgekühlte 1,5 ml Eppendorfgefäße portioniert. Diese 
wurden durch Zugabe von 1,5 l ß-Mercaptoethanol für die Transformation vorbereitet, 
indem sie für 10 min auf Eis inkubiert und alle 2 min leicht gemischt wurden. Danach wurden 
2 l des Klonierungsansatzes zugegeben und nach kurzem Mischen alles für 30 min auf Eis 
inkubiert. Die Zellen wurden für 60 sek bei 42°C Hitze geschockt und sofort für 2 min auf Eis 
abgekühlt. Zu jedem Ansatz wurden 450 l auf 42°C vorgewärmtes SOC-Medium gegeben 
und bei 37°C für mindestens eine Stunde unter leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurden 
50 bzw. 100 l auf LB-Cam-IPTG/Xgal-Platten ausgespatelt und bei 37°C ü.N. inkubiert.  
Ca. 10-20 weiße Klone wurden gepickt und vor der Sequenzierung mit den Primern M13-
20/M13-rev auf den Einbau des richtigen Produktes kontrolliert.  
2.12.5 DNA-Mutagenese  
Das Einfügen von Mutationen in die DNA ermöglicht die Klärung der Funktion und Struktur 
von Proteinen. In der Regel reicht dabei der Austausch einer Base, welcher zu einer 




2.12.5.1 Zufallsmutation   
In dieser Arbeit wurde nach Angaben des Herstellers das GeneMorph II EZClone Domain 
Mutagenese-Kit der Firma Stratagene verwendet. In der Tabelle 2.3 sind die verwendeten 
Primer aufgeführt.  
Mit den Primern P16-1912 und P16-2716 wurde ein 804 bp umfassendes Fragment von L. 
pneumophila Stamm Corby amplifiziert. Nach der Aufreinigung mit dem PCR Purification-
Kit (Qiagen) wurde in dieses Stück mittels der MutazymII-Polymerase zufällige Mutationen 
eingefügt. Die Anzahl der eingefügten Mutationen wurde durch die Menge der eingesetzten 
Ausgangs-DNA und der Anzahl der Zyklen bei der PCR bestimmt (siehe Tabelle 2.6).   
Tabelle 2.6: allgemeines Protokoll der Mutation-PCR mit GeneMorph II EZClone Domain Mutagenese 
zum Einfügen von Zufallsmutationen 
Segment Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min) 
1 1 95 2:00 
95 0:30 
2 35 X 0:30 
72 1:00 
3 1 72 10:00 
X1   50°C (Mutation 1.Versuch) 
X2   48°C (Mutation 2.Versuch) 
X3   55°C (Kontrolle)   
Nach Kontrolle auf die richtige Fragmentgröße mittels Gelelektrophorese wurde das mutierte 
PCR-Produkt in den TopoTA-Cloning Vektor (Invitrogen) bzw. in den PCR-Skript-Cam
Vektor der Firma Stratagene ligiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Kanamycin-IPTG/Xgal-
Platten (TopoA) bzw. LB-Chloramphenicol-IPTG/Xgal-Platten (PCR-Skript). Zur Kontrolle, 
ob auch das vollständig mutierte PCR-Produkt ligiert worden ist, wurde eine PCR mit den 
Primern M24/M33 (Topo-Cloning) bzw. M13-20/M13-rev (PCR-Slipt-Cam-Cloning) 
durchgeführt. Nur Klone, bei denen das daraus gewonnene Produkt um die 804 bp größer war 
als der Vektor, wurden mit den Primern P16-2037f, P16-coup/couprev, P16-colo/colorev, 
P16-2495r/2495f und P16-2716 sequenziert (siehe Abbildung 2.1). Die Sicherung der Klone 
erfolgte A. bidest bei 80°C.        
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Abbildung 2.1 Übersicht der verwendeten Primer zur Lokalisation von Mutationen im ORF P16. Die 
Annealing- Temperatur variiert zwischen 43 und 53°C    
2.12.5.2 Site-Spezifische Mutation  
Zur site-spezifischen Mutation wurde die multiple-mutation-Methode angewandt (HAMES ET 
AL., 2005). Bei dieser einfachen Reaktion können bis zu zehn Mutationen in einem Schritt in 
ein gewünschtes DNA-Fragment eingefügt werden. Dazu wurden zu den zwei Außenprimern 
zusätzlich je ein Primer, welcher den Basenaustausch codiert, zur Reaktion gegeben. Die 
Annealingtemperatur der Mutationsprimer sollte 1 - 4°C über der Temperatur liegen, bei der 
sich die Außenprimer anlagern. Dadurch wird gewährleistet, dass die Mutationsprimer stärker 
binden. Außerdem tragen diese am 5´-Ende einen Phosphatrest. Über diesen erfolgt die 
Verknüpfung an das 3´-Ende des verlängerten upstream-Primers durch die zugegebene Ligase 
(Ampligase, Firma Epicentre). Wichtig ist, dass die Polymerase keine 5´-3´-Exonuklease-
Aktivität zeigt, damit es nicht zum Abbau der verlängerten Primer kommt. In dieser Arbeit 
wurde mit der Pfu-Polymerase (Stratagene) gearbeitet. Vor der eigentlichen Mutations-PCR 
wurde ein DNA-Fragment gewonnen, in dessen Mitte später die Mutation sitzen sollte. Dies 
erfolgte mit den Primer P16-1912 und P16-2716. Von diesem aufgereingten PCR-Produkt 
wurde die Mutations-PCR mit zwei externen (P16-1957 und P16-2673) und den Mutations-




Die Produkte wurden über Elektrophorese auf einem 1,5%-igen Gel geprüft und nach 
Aufreinigung in den PCR-Skript-Cam-Cloningvektor ligiert (siehe Kapitel 2.12.4.2).  
Tabelle 2.7: Protokoll der Mutations- PCR mit der MutazymII- Polymerase 
Schritt Zyklenzahl Temperatur (°C) Zeit (min) 
Denaturierung 1 95 5 
Denaturierung 35 95 1 
Annealing 35 56 1 
Elongation 35 65 6 
Elongation 1 65 5 
4  
Die über blau-weiß-Selektion gewonnenen Klone wurden mit den M13-20 und M13-rev
Primern auf Ligation des richtigen Fragments kontrolliert und mit den Primern P16-2043up, 
P16-2495f und P16-2716 sequenziert.   
2.12.6 Plasmidisolation mit Fastplasmid   
Zur Isolation von Plasmiden wurde das Fastplasmid Kit der Firma Eppendorf nach Angaben 
des Herstellers verwendet. 3 ml einer ü.N. Kultur (37°C, Schütteln) wurden abzentrifugiert 
und das Pellet in 400 l eiskaltem Lysispuffer durch mindestens einminütiges Vortexen bei 
max. Geschwindigkeit resuspendiert. Während einer Inkubationszeit von 3 min bei RT wurde 
die Bakterienzellwand lysiert. Durch Zugabe von 125 l Isopropanol sollte die Ausbeute 
erhöht werden. Die lysierten Zellen wurden auf eine Säule gegeben und durch Zentrifugation 
für eine Minute bei max. Drehzahl an die Säule gebunden. Die DNA wurde mit Waschpuffer 
durch erneutes Zentrifugieren bei max. Drehzahl für eine Minute gewaschen. In einem letzten 
Zentrifugationsschritt wurde die DNA mit 20 50 l Elutionspuffer von der Säule gelöst und 
in einem neuen Reaktionsgefäß aufgefangen.   
2.12.7 Präparation genomischer DNA  
Genomische DNA wurde mit dem Genomic DNA Buffer Set und Quiagen Tips 100 nach 
Angaben des Herstellers isoliert. Dazu wurde eine Flüssigkultur bei 37°C ü.N. inkubiert und 
diese auf 2,2 * 1010 Zellen pro ml eingestellt. Die Zellen wurden bei 5000 x g für 10 min 




Proteinase K wurde die Zellwand während der folgenden 30-minütigen Inkubationszeit bei 
30°C aufgespalten. Nach Zugabe des Puffers B2, der für eine Deproteinierung sorgt, folgte 
eine Inkubation für 30 min bei 50°C. Die Proteine werden durch die zuvor zugegebene 
Proteinase K abgebaut. Im Anschluss folgte erneut eine Zentrifugation für 5000 x g bei 4°C 
und das Lysat wurde sofort auf eine, zuvor mit QBT-Puffer äquilibrierte, tip100 Säule 
überführt, in der die DNA an die Membran gebunden wurde. Die Säule wurde nach 
zweimaligem Waschen auf ein steriles Röhrchen gesetzt und die DNA mit dem Puffer QF 
eluiert. Durch Zugabe von Isopropanol wurde die DNA präzipitiert und danach bei 5000 x g 
für 15 min bei 4°C pelletiert. Der Überstand wurde entfernt und durch 70% Ethanol zum 
Waschen der DNA ersetzt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt. Der Überstand wurde 
wieder entfernt und die DNA 5 10 min luftgetrocknet. Das Pellet wurde ü.N. im 
Kühlschrank mit TE-Puffer (pH 8,0) aufgelöst und die genomische DNA bis zur weiteren 
Verwendung im Kühlschrank aufbewahrt.  
2.12.8 Restriktion  
Vor der Restriktion wurde der DNA-Gehalt mittels Gene QuantII bestimmt. Die Restriktion 
erfolgte ü.N. mit dem entsprechenden Puffer bei dem Temperaturoptimum des jeweiligen 
Enzyms, i.d.R. bei 37°C. Darauf folgte eine Enzyminaktivierung für 20 min bei 65°C. Die 
Kontrolle erfolgte auf einem 1%-igen Gel.    
2.12.9   Nachweis von DNA 
2.12.9.1 Southernblot  
Der Southernblot dient dem Nachweis von DNA-Sequenzen. Dazu wird die DNA in einem 
Gel aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und im Anschluß mit spezifischen Sonden 
markiert. Zur Sondenherstellung, Hybridisierung und Detektion wurde das ECL Direct 
Nucleic Acid Labelling and Detection System der Firma Amersham nach Angaben des 
Herstellers verwendet. 
2.12.9.2 Auftrennung und Blotten der DNA  
10 g geschnittene genomische DNA wurde in einem 1%-igen Gel ü.N. bei 1 V/cm Gel 
aufgetrennt. Als Längenstandard wurde Lambda DNA-BstII Digested DNA verwendet. Die 




gelegt. Über das luftblasenfrei aufgelegte Gel wurde Depurinierungspuffer gegossen und ein 
Vakuum angelegt (50 mbar). Nach weiteren 20 min wurde das Gel mit A.dest gewaschen und 
mit Denaturierungslösung bedeckt. Nach 20 min folgte ein weiterer Waschschritt mit A.dest. 
Die Neutralisierung erfolgte für ca. 40 min. Danach wurde das Gel mit 20 x SSC übergossen 
und für 1,5 h geblottet. Die Membran wurde zwischen Filterpapier getrocknet und die DNA 
für 3 min unter UV-Licht auf der Membran immobilisiert.   
2.12.9.3 Sondenherstellung und Hybridisierung  
Zur Herstellung der Sonden wurden 100 ng der entsprechenden DNA durch Kochen für 5 min 
denaturiert und danach sofort 5 min auf Eis abgekühlt. Die gleiche Menge Labellingreagenz 
und Glutaraldehydlösung wurden zugegeben und alles für 20 min bei 37°C inkubiert. Die 
Labellingreagenz enthält an positiv geladene Polymere gekoppelte POD, welche über 
kovalente Bindung durch Glutaraldehyd an die negativ geladene DNA bindet.  
Die Blots wurden nach dem Backen für 15 min bei 42°C prehybridisiert. Danach folgte der 
Zugabe der Sonden die Inkubation ü.N. im Hybridisierungsofen, wo die Sonden spezifisch an 
die DNA hybridisierten. Die Blots wurden zuerst mit WaschpufferI bei 55°C für 20 min, 
danach mit WaschpufferII 2 x 5 min bei Raumtemperatur gewaschen. Reagenz 1 und 2 
wurden zu gleichen Teilen gemischt und die Membran mit der Detektionslösung für 1 min 
bedeckt. Die Auswertung erfolgte am Bioimager LAS 3000 (Fuji Film).  
2.13 Proteinbiochemische Methoden  
2.13.1 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine  
Für die Expression wurde eine frisch auf LB + Ampicillin gewachsene Einzelkultur von 
E.coli M15 [pRep4]-pCS1 in 10 ml LB-Medium mit Ampicillin und Kanamycin ü.N. bei 
37°C unter Schütteln kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurde im Verhältnis 1:50 (v/v) eine 100 
ml Hauptkultur angesetzt und bis zu einer OD600 0,7 - 0,9 inkubiert. Durch Zugabe von 2 mM 
IPTG wurde die Expression von Pad für 4  6 h aktiviert. Danach wurde die Kultur geteilt und 
beide Ansätze für 20 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Gewicht des Pellets wurde 
bestimmt und für die anschließende Aufreinigung bei 20°C ü.N. eingefroren. Das andere 
Pellet wurde auf eine Zellzahl von 1011 Zellen pro ml verdünnt und für die SDS-
Gelelektrophorese in Probenpuffer + 10% Mercapthoethanol resuspendiert. Die Expression 




Zur Aufreinigung wurden 2 ml Ni-NTA-Resin in einem 15 ml Röhrchen acht mal mit 1 ml A. 
bidest und im Anschluss acht mal mit 1 ml des Puffers A gewaschen (500 rpm, 2 4 min). 
Ca. 1 g Zellmasse wurde in 5 ml Puffer A resuspendiert und für 1 h bei Raumtemperatur bei 4 
Umdrehungen im Rotary Mixer geschüttelt. Der Ansatz wurde bei 10.000 rpm für 15 min 
zentrifugiert und die im Überstand enthaltenen Proteine mit der äquilibrierten Ni-NTA-
Agarose versetzt. Durch Schütteln für weitere 45 min bei Raumtemperatur wurde die 
Anbindung der Ni-Anker gekoppelten Proteine an die Agarose gewährleistet. Der Ansatz 
wurde auf eine Polypropylen-Säule gegeben und mittels Plättchen auf ca. 1,5 cm eingeengt. 
Ungebundene Proteine wurden nacheinander mit 10 ml Puffer A, 15 ml Puffer B bzw. mit 10 
ml Puffer C abgewaschen. Mit jeweils 6 ml der Puffer D und E wurden die aufgereinigten 
Proteine eluiert. Durch Vivaspin 6-Säulchen und Zentrifugation bei 4000 rpm für 3 h wurde 
die proteinhaltige Lösung auf ca. 1 ml konzentriert und die Proteinmenge bestimmt. 
2.13.2 Bestimmung des Proteingehalts mit dem BCA-Protein-Assay   
Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde der BCA-Protein-Assay der Firma Pierce 
verwendet. Das Prinzip beruht auf der Reduktion von Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen (LOWRY ET 
AL., 1951). Das Reagenz BCA (bicinochoninic acid) reagiert spezifisch mit Cu+-Ionen und 
Peptiden zu einem Komplex, dessen Extinktion bei 562 nm gemessen wird. Zur Erstellung 
der Eichgerade wurde als Standard eine Wasser-BSA-Verdünnungsreihe mitgeführt. Die zu 
messende Proteinlösung wurde ebenfalls, verdünnt in Wasser, in eine 96-well-Platte pipettiert 
(Verdünnungsschema: siehe Tabelle 2.8).   
Tabelle 2.8: Verdünnungsschema zur Ermittlung des Proteingehalts von P16 nach 
Stimmulation mit IPTG und Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose 
BSA ( l) A.bidest ( l) Verdünnung Probe ( l) A.bidest ( l) 
0 15 1:30 0,5 14,5 
2,5 1,25 1:20 0,8 14,2 
5 5 1:10 1,5 13,5 
7,5 7,5 1:5 3 12 
10 5 1:2 7,5 7,5 
12,5 2,5 uv 15 0 
Nach dem Mischen der im Kit enthaltenen Lösungen A+B im Verhältnis 5:1 wurden 200 l 
pro Well zu den Verdünnungsreihen dazugegeben. Nach 30 min Inkubationszeit bei 60°C 




2.13.3 Herstellung monoklonaler Antikörper  
Für die Herstellung eines Antikörpers wurde die Hybidomatechnik angewendet. Dabei wurde 
eine Maus durch mehrmalige Gabe mit dem rekombinanten Protein immunisiert. Ein Tag 
nach der letzten Injektion wurde die Milz entfernt und die gewonnenen Milzzellen mit der 
X63 Myelomzelllinie fusioniert. Dabei bewirkt PEG ein Verschmelzen der Membranen. 
Durch Selektion in HAT-haltigen Medium werden sogenannte Hybridomzellen 
herausgefiltert. Aminopterin verhindert einen bestimmten Stoffwechselweg, normale 
Myelomzellen sterben in Gegenwart von HAT. Bei den Milzzellen kann dieser durch 
Hypoxanthin und Thymidin als sogenannter Bypass umgangen werden. Die aus der Fusion 
von Milz- und Myelomzellen entstandenen Hybridomzellen haben den metabolischen Bypass 
der Milzzellen und die Lebensfähigkeit der Myelomzellen geerbt und vermehren sich bei 
Anwesenheit von HAT. Einige von diesen haben zusätzlich die Fähigkeit einiger Milzzellen 
geerbt, Antikörper bilden zu können. Nach mehrmaliger erfolgreicher Testung im 
Westernblot wurden die Pad-positiven Klone vereinzelt und die gebildeten Antikörper 
gewonnen. Mittels des Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sigma) wurde der 
Isotyp des gewonnenen Antikörpers nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Dazu wurde 
ein Elisa durchgeführt (siehe Kapitel 2.13.5.4). Zwischen dem ersten und zweiten Antikörper 
wurde für eine Stunde mit den im Kit enthaltenen Reagentien, die 1:1000 verdünnt wurden, 
ein Zwischenschritt eingefügt. Als Konjugat wurde ein anti-Ziege-POD (1:6000 verdünnt) 
verwendet. Zur Haltbarmachung wurde der Antikörper mit Na-Azid versetzt und bei 20°C 




2.13.3.1 Immunisierung  
Die Immunisierung erfolgte mit sogenannten Balb/c Mäusen. In der Tabelle 2.9 ist das 
Immunisierungsschema abgebildet.   
Tabelle 2.9: Immunisierungsschema zum Herstellen monoklonaler Antikörper  
Tag Proteinmenge Bemerkung 
0 45 g ip. Proteinlösung mit KFA (kompletten Freudschen Adjuvans) 
7 45 g ip. Proteinlösung mit IFA (inkompletten Freudschen Adjuvans) 
36 25 g ip. 1. Boosterung, ohne Zusatz
63 80 g ip. 2. Boosterung, ohne Zusatz
77 80 g ip. 3. Boosterung, ohne Zusatz
81 40 g ip./ 40 g iv. 4. Boosterung, ohne Zusatz




iv. intravenös  
2.13.3.2 Gewinnung der Milzzellen  
Nach der letzten Immunisierung wurde die Maus getötet und die Milz entnommen. Durch 
Spülen mit RPMI-Medium ohne FKS wurden die Milzzellen herausgewaschen. Eine kleine 
Menge wurde mit 3% Essigsäure zum Lysieren der Erythrozyten versetzt und die Zellzahl in 
einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer bestimmt.   
2.13.3.3 Anzucht der Myelomzellen  
Sieben Tage vor der Fusion wurde die X63-Myelomzelllinie in RPMI + 15% FKS im 
Brutschrank bei 37°C angezüchtet und eine entsprechende Menge am Vortag geteilt. Dies war 
notwendig, damit eine logarith. Wachstumsphase garantiert wurde. Durch Zentrifugation für 
10 min bei 900 rpm wurde ein Pellet gewonnen, welches nach zwei Waschschritten in RPMI-
Medium ohne FKS resuspendiert wurde. Mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer wurde 
die Zellzahl bestimmt. Als optimal für die Fusion hat sich ein Verhältnis von 1:3 




2.13.3.4 Fusionierung  
Die vereinigten Zelltypen wurden wieder bei 900 rpm für 10 min zentrifugiert und der 
Überstand restlos entfernt. Dieser wurde als Milzzellüberstand zur späteren Testung im 
Kühlschrank aufbewahrt. Durch Schwenken in einem 37°C warmen Wasserbad und Zugabe 
von PEG und RPMI wurde die Fusionierung unter strenger Einhaltung des Zeitplans aus 
Tabelle 2.10 durchgeführt, wobei das Pellet aus Milz- und Myelomzellen zu Beginn gelockert 
und später ständig gemischt wurde.   
Tabelle 2.10: Ablauf der Fusionierung  
Menge Reagenz Zeit 
1ml PEG innerhalb 1min tropfenweise 
1min Pause 
1ml  RPMI ohne FKS in 30 sek 
2ml  RPMI ohne FKS in 20 sek 
1ml RPMI ohne FKS in 10 sek 
16ml  RPMI ohne FKS in 60 sek 
Zum Entfernen des PEG`s wurde der Ansatz für 7 min bei 700 rpm gewaschen und mit RPMI 
ohne FKS aufgefüllt. Der Ansatz wurde mit IL6 und HAT gemischt und 200 l davon in 
jeweils ein Well einer 24-Well-Zellkulturplatte pipettiert, die mit 1 ml RPMI + 15% FKS + 
Streptomycin/Penicillin und Mercapthoethanol gefüllt waren.  
2.13.4 Proteinphosphorylierung  
Zur Klärung der Proteinphosphorylierung wurde der spezifische Antikörper RC20-HRPO der 
Firma BD eingesetzt. Dazu wurden 107 Amöben/ml mit 109 Legionellen (MOI 50) wie in 
Kapitel 2.13.9 beschrieben infiziert. Anstelle des Gentamicin-Schritts nach 90 min wurde die 
Infektion jedoch schon nach 5, 15 bzw. 30 min durch Zugabe des Stopppuffers beendet. Als 
Kontrolle wurden uninfizierte Amöben mitgeführt. Die Amöben wurden vom Plattenboden 
gelöst und in Reaktionsgefäße überführt. Nach dreimaligem Waschen bei 2500 rpm für je 2 
min wurde der Überstand entfernt und die Amöben auf Eis für 30 min mit eiskaltem 
Lysispuffer lysiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt für 30 min bei 4°C und 
14.000 rpm wurden die Proteine von Zelltrümmern getrennt. Die detergenz-löslichen Proteine 




2.13.5 Nachweis von Proteinen  
Der Nachweis von Proteinen erfolgte entweder im Westernblot oder Elisa. 
2.13.5.1 SDS-Page und Westernblotting  
Zum Nachweis von Proteinen wurden diese nach ihrer Größe in Polyacrylamidgelen 
aufgetrennt. Das Acrylamid polymerisiert durch freie Radikale, die von Ammoniumpersulfat 
(APS) abgegeben und von TEMED (N,N,N´, N´-Tetramethylendiamin) stabilisiert werden. 
Die Quervernetzung der Acrylamidfasern erfolgt durch polymerisiertes Bis-Acrylamid, 
dessen Anteil die Maschenweite bestimmt. Die im Gel aufzutrennenden Proteine werden 
durch -Mercaptoethanol und SDS denaturiert und durch Letzteres negativ geladen. In dieser 
Arbeit wurden 10%-ige Gele genutzt. Die Tabelle 2.11 zeigt die Zusammensetzung der Gele. 
Zuerst wurden alle Chemikalien für das Trenngel gemischt und in die Gelküvette überführt 
und mit A. dest überschichtet. Nach Auspolymerisieren des Trenngels wurde es nach 
Entfernen des Wasserüberstands mit dem Sammelgel überschichtet. Die untere 
Elektrophoresekammer wurde mit Anodenpuffer, die obere Kammer mit Kathodenpuffer 
befüllt.   
Tabelle 2.11: Zusammensetzung des Trenn- bzw. Sammelgels zur SDS- Gelelektrophorese  
Trenngel 10% Sammelgel 4% 
A.dest 6,8 ml 6,15 ml 
Acrylamid-Stammlösung 10 ml 1,35 ml  
Tricine- Gelpuffer 9,9 ml 2,5 ml  
Glycerol 3,3 ml  
APS (10%) 300 l 100 l 
TEMED 30 l 10 l  
30 ml 10 ml 
Die Proben wurden 1:1 mit PPPC gemischt, 10 min bei 100°C inkubiert und die gesamte 
Menge von 150 l in eine Spur pipettiert. Der Gellauf erfolgte für 14 bis 20 Stunden bei ca. 
20 25 mA. Das Gel wurde entnommen und luftblasenfrei auf eine Nitrozellulosemembran 
für anderthalb Stunden bei 185 mA geblottet. Die Membran wurde ü.N. in Blockungspuffer 
mit 10% BSA unter Schütteln im Kühlschrank geblockt. Der Antikörper RC20-HRPO wurde 
1:2000 in Blockungspuffer verdünnt eingesetzt und die Membran für eine Stunde bei 
Raumtemperatur unter Schütteln mit diesem inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit PBS-
Tween für jeweils 10 min wurde ungebundener Antikörper abgespült und die Membran mit 




den Antikörper gebundene HRPO das enthaltene Luminol in der Detektionslösung oxidiert. 
Die durch Chemiluminescens frei werdende Photonen wurden mit dem Bioimager LAS 3000 
(Fuji Film) detektiert.  
2.13.5.2 NuPAGE Bis/Tris -Gelelektrophorese und Westernblotting  
Zum Nachweis der spezifischen Bindung eines Antikörpers an ein Protein bzw. zur 
Überprüfung der Expression eines Proteins wurde eine SDS-Gelelektrophorese mit NuPAGE 
Bis/Tris-Fertiggelen (Invitrogen) durchgeführt. Dazu wurden die Bakterien in Bouillon (GC-
FC B. für Legionella spec.; LB für E.coli spec.) kultiviert und auf 1*1011 Zellen pro ml 
eingestellt. Nach dem Zentrifugieren wurde das Pellet in SDS-Ladepuffer mit 10% 
Mercapthoethanol gelöst und 10 min bei 100°C zum Denaturieren der Proteine gekocht. Nach 
erneutem Zentrifugieren für 10 min bei 13.000 Umdrehungen/min wurden 2,5 l der im 
Überstand gelösten Proteine auf ein Bis/Tris-Gel aufgetragen. Die Proteine wandern je nach 
ihrer Molekülgröße bei 200 V, 115 mA unterschiedlich weit. Zur späteren 
Größenbestimmung wurde ein Längenmarker (Invitrogen) mitgeführt. 
Nach abgeschlossenem Lauf wurde die Gelkammer mittels eines Spachtels aufgebrochen und 
die aufgetrennten Proteine entweder mittels Silberfärbung des Gels detektiert (siehe Kapitel 
2.13.5.3) oder auf eine Nitrozellulosemembran geblottet (1 h, 30 V, 170 mA). Nach dem 
Blotten wurde der Marker mittels Skalpell abgeschnitten und getrocknet. Die Membran wurde 
für 30 min bei Raumtemperatur unter Schütteln oder ü.N. im Kühlschrank in PBS + 10% FKS 
zum Blocken unspezifischer Bindungstellen inkubiert. Nach dem Blockungsschritt wurde die 
Membran in 10 ml Antikörpersuspension, 1:5 verdünnt in PBS + 10% FKS, unter Schütteln 
bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach einer Stunde wurden alle ungebundenen Antikörper 
dreimal für 10 min mit PBS-Tween 20 abgewaschen. Als sekundärer Antikörper wurde, je 
nach Art des ersten Antikörpers, ein anti-Maus oder anti-Kaninchen-HRPO-gekoppelter 
Antikörper verwendet. Ungebundener Antikörper wurde nach einer Stunde Schütteln dreimal 
für 10 min mit PBS abgewaschen. Zur Sichtbarmachung wurden 6 mg 4-Chloro-1-Naphthol 
in 2 ml Ethanol gelöst und 10 ml PBS tropfenweise zugegeben. Durch Zugabe von 5 l H2O2 
wurde die Reaktion gestartet. Wenn die Banden ausreichend stark gefärbt waren, wurde die 
Färbelösung abgegossen und die Reaktion durch Zugabe von A.dest gestoppt und die Banden 




2.13.5.3 Färbung von SDS-Gelen mittels Silberfärbung  
Das SDS-Gel wurde 30 min unter Schütteln in Fixierpuffer inkubiert. Danach erfolgte eine 
Inkubation für weitere 30 min in Sensibilisierungspuffer. Durch 3-maliges Waschen für 5 min 
mit A.dest wurde die überschüssige Lösung entfernt. Das Gel wurde für 20 min in einer 
Silberfärbelösung inkubiert, in denen sich Silbernitrat unspezifisch an Proteine anlagert. 
Durch 2-maliges Waschen für 1 min mit A.dest wurde die Reaktion gestoppt. Durch 
Inkubation für 2 5 min in Entwicklerlösung wurden das Silbernitrat in schwarze Silberionen 
oxidiert. Die Reaktion wurde mit Stopplösung beendet und das Gel fotografiert.   
2.13.5.4 ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay)  
Zur Kontrolle der erfolgreichen Transformation wurden die P16-transformierten Klone im 
Vergleich zum Wildtyp im ELISA getestet. Dieser Test beruht auf der spezifischen Bindung 
zwischen einem Antigen und einem Antikörper. Dazu wurden die Bakterien in PBS verrieben 
und auf 3*108 Zellen/ml eingestellt. Eingesät in eine 96-Multiwellplatte wurden die Kulturen 
ü.N. im Kühlschrank in einer feuchten Kammer inkubiert. Der Überstand wurde durch 
Ausklopfen auf Zellstoff entfernt, ohne die Bakterienschicht am Boden zu verletzen. Durch 
Zugabe von 50 l PBS + 10% FKS wurden unspezifische Bindungsstellen für mindestens 60 
min bei 37°C oder im Kühlschrank über Nacht geblockt. Der Blockungspuffer wurde entfernt 
und 50 l Antikörper 1:5 (in PBS + 10% FKS) verdünnt zugegeben. Nach Inkubation bei 
37°C für 60 min wurden die Wells mittels eines Plattenwaschgerätes dreimal mit PBS-Tween 
gewaschen. Als sekundärer Antikörper wurde in Abhängigkeit vom ersten Antikörper 
entweder ein anti-Maus oder ein anti-Kaninchen-HRPO gekoppeltes Konjugat verwendet. 
Dieses wurde nach einer Stunde Inkubationszeit bei 37°C zweimal mit PBS-Tween und 
einmal nur mit PBS abgewaschen. Die Peroxidase des Konjugats bewirkt mit Hilfe von H2O2 
einen Farbumschlag des danach zugegebenen 1,2-Phenylendiamin-Substrats. Die Extinktion 
wurde im Photometer bei 492 nm/600 nm gemessen.   
2.13.6 Kolonieblotting  
Zum schnellen Nachweis der Proteinexpression der putativen orf16-Mutanten wurden diese 
im Kolonieblot getestet. Dazu wurde eine Impföse des Bakterienmaterials in A. bidest 




dem entsprechenden Antibiotikum aufgelegt wurde, pipettiert. Die Platte wurde ü.N. bei 37°C 
inkubiert. Die auf der Membran angewachsenen Bakterien wurden vor Zugabe der Mak`s 
entfernt. Dafür wurde die NC-Membran auf ein mit 10% TCA getränktes Filterpapier gelegt 
und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 20 30 min wurde die Membran auf ein neues, mit 
1M Tris-HCl (pH 7,8) getränktes Filterpapier überführt und weitere 20 min inkubiert. Nach 
diesem Schritt wurden die angeweichten Bakterienzellen dreimal für 10 min mit PBS unter 
Schütteln restlos von der Membran gewaschen. Die weiteren Schritte sind dem Westernblot 
gleich. Nach einem Blockungsschritt für mindest. 60 min mit 10% FKS-PBS-Tween wurde 
der erste Antikörper, 1:5 verdünnt, zugegeben und die Membran 60 min bei RT geschüttelt. 
Nach 3 x 10min waschen mit PBS-Tween wurde der sekundäre Antikörper zugegeben (anti-
Maus-POD, 1:75 verdünnt) und für weitere 60 min unter Schütteln inkubiert. Für die 
Anfärbung der POD wurden 6 mg Chlornaphthol in 2 ml Ethanol gelöst und tropfenweise 10 
ml PBS zugegeben. Durch die Zugabe von 5 l H2O2 wurde die Reaktion gestartet. Nachdem 
die Proteine ausreichend angefärbt waren, wurde die Färbelösung gegen A. dest ausgetauscht 
und die Banden fotografisch dokumentiert.  
2.13.7  Epitopbestimmung  
Zur Bestimmung möglicher Epitope von Pad wurden zwei verschiedene Testkits verwendet: 
die FliTrx Random Peptide Display Library (Invitrogen) und das Ph.D.-7 TM Phage Display 
Peptide Library Kit (New England Biolabs). Beide Systeme arbeiten nach dem gleichen 
Prinzip. Durch Elektroporation randomisierter Peptide in Oberflächenproteine von 
Bakteriophagen entsteht eine x-mer Peptid-Zufallsbibliothek, die an der Oberfläche eines 
Wirtsbakteriums exprimiert wird.  
Nach mehrfacher spezifischer Bindung (Panning) an kurze Bereiche eines Peptids werden 
festgebundene Phagen, die einen Teil der Epitop-Sequenz des gesuchten Proteins entsprechen, 
herausgefiltert. Falsch-, fehl- oder nichtgebundene Phagen werden entfernt. Nach jedem 
Panning werden spezifisch gebundene Bakteriophagen in ihren Wirtsbakterien vermehrt, die 
dann an den Antikörper binden. Nach drei bis fünf Panningrunden kann die 
Aminosäuresequenz des untersuchten Oberflächenproteins durch Sequenzierung der Phagen 




2.13.7.1 Ph.D.-7 TM Phage Display Peptide Library  
In das pIII Oberflächenprotein des M13mp19-Phagen wurden 7-mer Peptide per Zufall 
elektroporiert. Dieses Heptapeptid ist N-terminal vor einer kurzen Spacer-Sequenz (Gly-Gly-
Gly-Ser) und der eigentlichen Wildtypsequenz lokalisiert. Durch die 2,8 *109 Aminosäuren 
sind 1,28 *109 verschiedene 7-mer Peptide möglich. Der mitgelieferte E.coli Stamm ER 2738 
ist durch seinen F-Pilus sehr empfänglich für M13mp19, was eine schnelle und gute 
Aufnahme der Phagen garantiert. Dieser Vorteil bedeutet aber auch ein hohes Infektionrisiko 
von ER 2738 durch Wildtyp-M13-Phagen. Deshalb ist, mittels eingebautem lacZ -Gen in 
M13-mp19, eine blau-weiß-Selektion auf LB -Xgal/IPTG-haltigen Nährboden erforderlich, 
um sicher zu gehen, dass nur blaue Plaques des M13-mp19-Phagen für das Panning und 
Sequenzieren herangezogen werden. Der F-Faktor enthält ein Minitransposon, welches eine 
Tetrazyklinresistenz codiert. Alle Kulturen von ER 2738 wurden deshalb auf LB-Tetrazyklin-
haltigem Nährboden angezüchtet, damit es nicht zu einem Verlust des F-Faktors kommt. 
2.13.7.1.1 Durchführung  
Für die Epitopbestimmung wurde der monoklonale Antikörper 61-1 zuvor mittels Vivaspin6-
Säulchen 4-fach konzentriert, so dass 100 g/ml vorlagen. Zum Binden an eine feste 
Oberfläche wurde von diesem Konzentrat alle drei Tage 1 ml in eine Petrischale ( 60 mm) 
pipettiert und im Kühlschrank ü.N. in einer feuchten Kammer unter leichtem Schwenken 
inkubiert. Nach 16 Stunden wurde je eine ER2738-Kultur in LB-Medium ohne 
Selektionsdruck bei 37°C für die Amplifizierung und für das Titern der Phagensuspension 
inkubiert. 
Nachdem unspezifische Bindungstellen des gebundenen Antikörpers durch Zugabe von 
Magermilchpulver für eine Stunde geblockt wurden, erfolgte die Zugabe der Phagen. Die 
zuzugebende Menge wurde im Phagentitering ermittelt, indem nach jeder Bindung an den 
Antikörper ein kleiner Teil in ER 2738 vermehrt wurde. Ein Aliquot einer linearen 
Verdünnungsreihe wurde auf LB-IPTG/Xgal ausplattiert und die Anzahl der gebildeten 
Plaques ausgezählt. Mit dem Rest der Phagenlösung wurde die ER 2738-Kultur infiziert und 
die Phagen über Nacht bei 37°C unter Schütteln amplifiziert. Nur Phagen mit blauen Plaques 
des 4. Pannings, die tatsächlich von M13-mp19 gebildet werden, wurden in E.coli vermehrt 
und zur Sequenzierung eingesetzt. Die PCR erfolgte mit den Primern peptide up und peptide-





2.13.7.2 FliTrx Random Peptide Display Library (Invitrogen)  
Dieses Testkit arbeitet mit dem FliC (major bacterial flagellar protein) und einem TrxA 
(Thioredoxin). Letzteres enthält die Zufallsbibliothek. Das ganze Konstrukt ist über zwei 
Disulfidbrücken an das FliC gebunden und wird nach Induktion an den Enden der Flagellen 
exprimiert. Zur Expression ist eine Induktion mit Tryptophan notwendig, ein zusätzliches 
Kontrollelement. Bei Abwesenheit von Tryptophan ist der trp-Operator durch den cI-
Repressor blockiert und die Transkription des FliTrx-Peptid-Komplexes ist unterdrückt. 
Durch Zugabe von Tryptophan wird der cI-Repressor frei und dissoziiert vom trp-Operator, 
der die Transkription auslöst.   
2.13.7.2.1 Durchführung  
Die Phagen wurden schonend aufgetaut und in 50 ml IMC-Medium mit 100 g/ml Ampicillin 
unter Schütteln bei 25°C für ca. 15 h bei 250 rpm bis zu einer OD600 von 3 inkubiert. Die 
Kultur wurde auf 1*1010 /ml Zellen eingestellt und eine 50 ml Hauptkultur in IMC-Medium + 
Ampicillin angesetzt. Durch Zugabe von 100 g/ml Tryptophan wurde die Induktion 
gestartet. Die Kultur wurde für 6 h bei 25°C unter Schütteln inkubiert. 
In der Zwischenzeit wurden 20 g Antikörper in 1 ml A. bidest in eine Petrischale gegeben 
und für 1 h bei 50 rpm geschüttelt. Ungebundener Antiköper wurde mit 10 ml sterilem 
Wasser entfernt. Für weitere 60 min wurden unspezifische Bindungstellen mit 10 ml 
Blockungspuffer unter Schütteln bei 50 rpm blockiert. Nach 6 h Inkubation der Phagenkultur 
wurden 10 ml entnommen und durch 10 ml Blockungspuffer ersetzt und gemischt. Der 
Blockungspuffer wurde vom Antikörper entfernt und die Phagenlösung dazugegeben. Durch 
Schütteln bei 50 rpm für 1 min wurde das Phagenlysat gleichmäßig verteilt und für 1 h bei RT 
ohne Schütteln inkubiert, um ein Abbrechen der Flagellen zu verhindern. Nicht gebundene 
Zellen wurden abgegossen und die Platte fünf mal mit je 10 ml Waschpuffer für max. 5 min 
unter Schütteln bei 50 rpm gewaschen. Nach dem 5. Waschschritt wurden alle Phagen durch 
Erhöhen der rpm-Zahl für 30 Sekunden in 1 ml Waschpuffer gelöst. Mit dem Phagen-Lysat 
wurde nach jeweils zwei bis sechs Tagen eine neue Kultur angesetzt. Der erhaltene Phagen-
Pool wurde am 7. Tag auf RMG-Platten mit Ampicillin ausplattiert und bei 37°C inkubiert. 
Gepickte Einzelkolonien wurde mit den Primern FliTrx-for und FliTrx-rev sequenziert und 




2.13.8  Zytotoxizitätstest  
Zur Klärung zytotoxischer Effekte von Pad auf Acanthamoeba castellanii wurde der 
CellTiter-Blue TM Cell Viability Assay von Promega verwendet. Das Prinzip dieses Tests 
beruht auf der Umsetzung des Farbstoffes (Resazurin) durch die intakte Atmungskette 
(Zusammenwirken von mitochondrialen, zytosolischen und mikrosomalen Enzymen) in seine 
reduzierte Form (Resorufin).  
Dadurch verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 573 nm (Resazurin) auf 605 nm 
(Resorufin). Zytoxisch geschädigte Zellen verlieren ihre metabolische Aktivität und setzen 
den Farbstoff verlangsamt oder gar nicht um.  
2.13.8.1 Durchführung  
3*103/ml Acanthamoeba castellanii wurden in eine 96 Well-Gewebekulturplatte (pro 
Probenahmezeitpunkt eine Platte) eingesät und bei 37°C für 2 h inkubiert. Mit einem MOI 2 
wurden 6*103 Zellen/ml, jeweils einer exponentiell und einer stationär gewachsenen 
Legionella pneumophila (Stamm Corby), Legionella pneumophila Corby CP7 und Legionella 
pneumophila Corby CP7 [pCS31-CFU7] dazugegeben. Als Kontrolle wurden uninfizierte 
Amöben und Amöben, die mit hitzeabgetötete Bakterien infiziert wurden, eingesetzt. Die 
Bakterien wurden vor der Infektion abzentrifugiert und in Amöbenmedium resuspendiert, da 
in Vorversuchen festgestellt wurde, dass Substanzen des GC-FC-Mediums zu einer 
verzögerten Substratumsetzung führen können. 
Durch den folgenden Zentrifugationsschritt bei 2000*min-1 wurde das Anhaften der 
Legionellen an die Wirtszellen sichergestellt. Für die Aufnahme wurden die Zellen bei 37°C 
im Brutschrank inkubiert. Jeweils nach 0, 4, 14, 24 und 48 h erfolgte die Zugabe des 
Farbstoffes. Zu 90 l Amöben-Bakteriengemisch wurden 10 l Substrat zugegeben und 
stündlich zwischen 0 h bis 8 h nach Substratzugabe die Absorption bei 570 nm, korrigiert 
gegen 600 nm, gemessen. Der Zeitpunkt to entsprach 1,5 h nach Substratzugabe. Nach der 
Gleichung: 
Z= (1-(Extinktion infizierte Probe  Extinktion uninfizierte Kontrolle))*100    
wurde der Prozentsatz an nicht umgesetztem Substrat und somit der Anteil zytotoxisch 
geschädigter Bakterien berechnet. Dieser kann dem Anteil der intakten Protozoenzellen und 




2.13.9  Infektion von Acanthamoeba castellanii mit Legionella spec.  
Die Amöbenkultur wurde mit einem Zellschaber vom Boden gelöst und in frischem Medium 
resuspendiert. Ein Aliquot wurde in einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer unter dem 
Mikroskop ausgezählt und die Zellzahl pro ml bestimmt.  
Die Amöben wurden mit einer Zellzahl von 2,5 * 106/ml in 48-Well-Zellkultur-Platte eingesät 
und bei 25°C, 30°C und 37°C für 2 h inkubiert, in denen sich die Zellen am Boden anhaften 
konnten. In der Zwischenzeit wurden intrazellulär virulent gewachsene Legionella spec. 
schonend aufgetaut und auf 2*109 Zellen/ml eingestellt (MOI 100). Kurz vor ihrer Zugabe 
wurden die Bakterien abzentrifugiert (900*min-1) und in Anzuchtmedium für A. castellanii 
resuspendiert, da in Vorversuchen nicht ausgeschlossen werden konnte, dass Inhaltsstoffe des 
GC-FC-Mediums einen negativen Einfluss auf die Aufnahme von Legionella spec. in 
A.castellanii hat. 
Nach Zugabe der Legionellen zu den Zellen wurde im folgenden Zentrifugationsschritt 
(2000*min-1, 5 min) der Kontakt zu den Wirtszellen sichergestellt. Die Inkubation der 
Infektionskulturen erfolgte bei 37°C mit 5% CO2-Sättigung. Nach 90 min wurde der 
Überstand gegen Gentamicin-haltiges Medium ausgetauscht. Bei dieser Konzentration sollten 
nach 60 min alle extrazellulären Bakterien abgetötet sein. Das antibiotikahaltige Medium 
wurde entfernt und die Zellen dreimal mit frischem PYG 712 Medium gewaschen. Danach 
wurden 500 l Amöbenmedium zugegeben. Dieser Zeitpunkt wurde als t0 festgelegt. Nach 0, 
6, 24 und 48 h wurden die Amöben vom Boden abgelöst und in ein Eppendorf- 
Reaktionsgefäß überführt. Zusätzlich wurde jedes Well mit 500 l A.bidest gespült und zu der 
Infektionskultur gegeben (Endvolumen 1 ml). Von einem Aliquot wurde ein Zytospinpräparat 
angefertigt (siehe Kapitel 2.13.11). Der Rest der Kultur wurde dreimal im Wechsel bei           
80°C und 37°C eingefroren bzw. aufgetaut. Dadurch wurden die Zellwände der Protozoen 
zerstört und die intrazellulär enthaltenen Amöben wurden frei. Zur Bestimmung der CFU 
wurden jeweils 50 l (0 h, 6 h) bzw. 100 l einer 1:10 (24 h) bzw. 1:20 (48 h)-Verdünnung 
auf BCYE-Platten ausplattiert. Die Platten wurden nach 3 - 4 Tagen Inkubation bei 37°C mit 




2.13.10   Statistische Auswertung   
Die statistische Auswertung der Infektionsversuche erfolgte mit dem R system for statistical 
computing (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2003) für den Zeitpunkt t0 der Infektion. Dabei 
wurde bei allen Tests ein Konfidenzniveau von 95% zu Grunde gelegt.  
2.13.11   Fluoreszenzmikroskopie   
Zur visuellen Kontrolle der Infektion wurden Zytospinpräparate angefertigt. Dazu wurden 200 
l der Infektionskultur vor dem ersten Auftauschritt zur Lyse der Amöben durch 
Zentrifugation (1000*min-1, 10 min) auf einen Zytospinobjektträger übertragen. Nach 
kurzem Antrocknen wurden die Zellen mit eiskaltem Methanol für 5 min fixiert. Der 
Objektträger wurde mit einem FITC gekoppelten anti-L.bozemanii-Antikörper bei 37°C in 
einer feuchten Kammer für 45 min inkubiert. Durch die Verdünnung des Antikörpers in 
Evansblue erscheinen die Amöbenzellen rot, die Bakterien fluoreszieren grün. Überschüssige 
Färbelösung wurde mit PBS abgewaschen. Die Beobachtungen wurde fotografisch 




3 Ergebnisse  
3.1 Einfluss der Temperatur auf die Expression von Pad  
Um den Einfluss der Temperatur auf die Expression von Pad zu testen, wurden 
Infektionsversuche mit L. pneumophila Stamm Corby, der Pad-negativen Mutante L. 
pneumophila Stamm Corby CP7 und der Pad+-komplementierten Mutante L. pneumophila 
Stamm Corby CP7 [pCS31-CFU7] bei 25°C, 30°C und 37°C durchgeführt. Dafür wurde A. 
castellanii mit einem MOI von 100 mit exponentiellen und stationären Phasenkulturen der 
drei Stämme infiziert und die intrazellulären Bakterien durch Ausplattieren eines Aliquots auf 
BCYE-Agar bestimmt. Die Rohdaten sind im Anhang in der Tabelle 7.1 zusammengestellt. 
Alle Versuche wurden in Doppelbestimmung je dreimal durchgeführt. Die Mittelwerte und 
Standardabweichung aus diesen sechs Einzelversuchen sind in den folgenden Abbildungen 
grafisch veranschaulicht.    
Abbildung 3.1: Vergleich zwischen exponentiellen (EP) und stationären Phasen (SP)-Kulturen intrazellulärer L. 
pneumophila Stamm Corby (1), L. pneumophila Stamm Corby CP7 (2) und L. pneumophila Stamm Corby 
[pCS31-CFU7] (3) nach Infektion von A. castellanii bei einer Temperatur von 25°C über den gesamten 
Versuchszeitraum. Abgebildet ist der Mittelwert aus je 3x2 Einzelwerten und die Standardabweichung.   
Bei einer Infektionstemperatur von 25°C ist bei dem Wildtyp und der Komplementante eine 
ähnliche initiale Aufnahme zu beobachten, die CFU`s ergeben im Mittel 3*103 CFU/ml 
(Bakterien in exponentieller Phase). Dies ergibt eine um den Faktor 15 höhere Aufnahme als 































logarithmische Einheit, der Wildtyp und die Komplementante um 1,5 log. Einheiten. Die 
Infektion mit Bakterien, welche bis zur stationären Phase kultiviert wurden, führte zu einer 
Verdopplung der initialen Aufnahme, es wurden 7*103 CFU/ml im Durchschnitt für den 
Wildtyp und die Komplementante gezählt. Im Vergleich dazu wurde eine um den Faktor 3,5 
geringere Aufnahme für die Mutante (2*103 CFU/ml) beobachtet. Zum Versuchsende nach 48 
Stunden wurden bei dem Wildtyp 7*104 CFU/ml, bei der Mutante 1*104 CFU/ml gezählt.  
Die Abbildung 3.2 stellt die Infektionergebnisse bei einer Temperatur von 30 °C dar.  
Abbildung 3.2: Vergleich zwischen exponentiellen (EP) und stationären Phase (SP)- Kulturen intrazellulärer L. 
pneumophila Stamm Corby (1), L. pneumophila Stamm Corby CP7 (2) und L. pneumophila Stamm Corby 
[pCS31-CFU7] (3) nach Infektion von A. castellanii bei einer Temperatur von 30°C über den gesamten 
Versuchszeitraum. Abgebildet ist der Mittelwert aus je 3x2 Einzelwerten und die Standardabweichung   
Bei dieser Temperatur war eine stärkere Aufnahme der exponentiell gewachsenen Stämme 
um 1,5 bis 2 log. Einheiten von 4*103 CFU/ml (WT u. Komplementante) bzw. 7*102 CFU/ml 
(CP7) zählbar. Dies bedeutet eine Erhöhung um einen Faktor von 5,8 nach Expression von 
Pad. Um einen weiteren Faktor von 5,7 größer ist die Aufnahme der in stationärer Kultur 
befindlichen Bakterien. Beim Wildtyp und der Komplementante wurden im Mittel 2,5*104 
CFU/ml, bei der Mutante 4*103 CFU/ml gemessen. Auch hier ist eine starke Vermehrung, vor 
allem der Mutante zu verzeichnen, die bis zum Versuchsende nach 48 Stunden das initiale 
Defizit ausgleicht.  
Bei einer Infektionstemperatur von 37°C wird ein Unterschied von 22,6 zwischen 
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Abbildung 3.3: Vergleich zwischen exponentiellen (EP) und stationären Phase (SP)- Kulturen intrazellulärer L. 
pneumophila Stamm Corby (1), L. pneumophila Stamm Corby CP7 (2) und L. pneumophila Stamm Corby 
[pCS31-CFU7] (3) nach Infektion von A. castellanii bei einer Temperatur von 37°C über den gesamten 
Versuchszeitraum. Abgebildet ist der Mittelwert aus je 3x2 Einzelwerten und die Standardabweichung   
Bei dieser Temperatur wurden im Durchschnitt nur 2*103 CFU/ml (WT und Komplementante 
in exponentieller Phase) bzw. 4,6*104 CFU/ml (stationäre Kultur von WT und 
Komplementante) erreicht. Der Unterschied zur Mutante steigt von 1,6 (1*103 CFU/ml EP) 
um den Faktor 10 (1*104 CFU/ml SP) an.  
Die statistische Auswertung der Infektion erfolgte mit dem R system for statistical computing. 
Die ANOVA ergab signifikante Unterschiede für die drei Temperaturen als auch für die 
unterschiedlich lang kultivierten Stämme. Als Posthoc-Test wurde die Tukey-Methode 
angewandt, die auf einem multiplen Vergleich der Mittelwerte basiert. Nach dem Posthoc-
Test war Signifikanz in Abhängigkeit der Temperatur zwischen 25°C und 37°C zu 
beobachten. Sowohl zwischen 25°C und 30°C als auch zwischen 30°C und 37°C wurde keine 
Signifikanz festgestellt. Ebenfalls wurde ein phasenvariabler Einfluss beobachtet. Beim 
Temperaturoptimum der Legionellen (37°C) wurde mittels Tukey-Test Signifikanz zwischen 
exponentiell- bzw. stationäre-Phase-Kulturen sowohl beim Wildtyp als auch bei der 
Komplementante festgestellt (p<0.001). Zwischen exponentiell und stationäre-Phase-Kulturen 
der Mutante gab es keinen Unterschied (p>0.001). Der Vergleich von stationäre-Phase-
Kulturen des Wildtyps und der Mutante als auch der Vergleich zwischen SP-Kulturen der 
Mutante und Komplementante ergab signifikante Unterschiede (p<0.001). Kein signifikanter 
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3.2 Expression von Pad in Abhängigkeit der Wachstumsphase  
Um den Einfluss der Wachstumsphase der Bakterien auf die Expression von Pad zu 
untersuchen wurden L. pneumophila Stamm JR32, die gac-negative Mutante JR32 gac-, der 
mutantenkomplementierte Vektor JR32 gac- pMM B207 und der wildtypkomplementierte 
Vektor JR32 gac- pMM B207 gac+ in GC-FC-Bouillon über 144 Stunden bei 37°C unter 
Schütteln kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine Probe entnommen. Die 
Entwicklung der Kultur über den gesamten Versuchszeitraum ist in der Abbildung 3.4 
dargestellt.   
Abbildung 3.4: Entwicklung der Kultur über 144 h von JR32 ( ), JR32gac- ( ), JR32gac- pMMB207 ( ) und 
JR32 gac- pMM207gac+ ( ). Dargestellt sind die Zellzahlen/ml zu den unterschiedlichen 
Probenahmezeitpunkten.   
Nach Anpassung der Kulturen in der lag-Phase an die neuen Kulturbedingungen ist zwischen 
8 und 16 Stunden der Eintritt in das exponentielle Wachstum beobachtet werden. Im weiteren 
Verlauf ist ein Übergang der Kulturen von der exponentiellen in die postexpontielle Phase 
zwischen 32 und 40 Stunden nach Kulturbeginn zu verzeichnen. Nach ca. 56 Stunden ist die 
stationäre Phase erreicht. Die Proben wurden auf 3*108 Zellen/ml eingestellt und mit dem 
Mak 22-1 (Mip-Protein), Mak 48-6 (Legionella-Flagelle) und Mak 61-1 (Pad-Protein) im 
ELISA getestet. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den folgenden Abbildungen 
zusammengestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind im Anhang in den 
Tabellen 7.2, 7.3 und 7.4 aufgeführt. In der Abbildung 3.5 sind die Extinktionen der vier 









Abbildung 3.5: ELISA mit Kulturen von JR32 (1), JR32 gac- (2), JR32 gac- pMM B207 (3) und JR32 gac- pMM 
B207 gac+ (4) zu ausgewählten Zeitpunkten während der Kultur. Als Antikörper diente Mak 22-1, der das 22kDa 
große Mip- Protein anzeigt  
Danach wird das Mip in der späten exponentiellen und stationären Phase exprimiert. Die 
höchsten Extinktionen wurden bei 54 Stunden beobachtet. Insgesamt betrachtet liegen die 
Extinktionen mit Maximalwerten von 2,0 unter den für Mak 22-1 zu erwartenden 
Extinktionen. In der Abbildung 3.6 sind die Ergebnisse der Testung mit Mak 48-6 dargestellt. 
Abbildung 3.6: ELISA mit Kulturen von JR32 (1), JR32 gac- (2), JR32 gac- pMM B207 (3) und JR32 gac- 









































Die höchsten Extinktionen wurden zwischen 24 und 30 Stunden gemessen, einem Zeitpunkt, 
welcher der spätexponentiellen Phase gleichzusetzen ist. In der stationären Phase sank die 
Extinktion auf einen Wert von 1,5 ab, am Versuchsende zu 96 Stunden wurde eine Extinktion 
von 0,5 gemessen.   
Die Ergebnisse von Mak 61-1 zeigten eine erhöhte Expression des Wildtyps JR32 ab der 
spätexpontiellen Phase (siehe Abbildung 3.7). 
Abbildung 3.7: ELISA mit Kulturen von JR32 (1), JR32 gac- (2), JR32 gac- pMM B207 (3) und JR32 gac- 
pMM B207 gac+ (4) zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Mak 61-1   
In der stationären Phase sank die Expression von Pad auf max.1,0 ab. Bei der gac--Mutante 
und dem gac--Mutanten-komplementierten Vektor ist ein völlig anderes Expressionsmuster 
beobachtbar. Zu Versuchsbeginn bei  null Stunden wurde eine hohe Extinktion von 2,5 3,8 
gemessen, die über den gesamten Versuchszeitraum erhalten blieb. Die 
wildtypkomplementierte Mutante verhielt sich ähnlich dem Wildtyp.   
3.3 Mutation der L. pneumophila Stämme WH88 und WH89  
Das mit einer Kanamycin-Kassette versehene mutierte pad, kodiert auf dem Plasmid pCS-25, 
wurde wie bei Gewinnung der Serogruppen1-Mutante CP7 in kompetente Zellen der L. 
pneumophila Stämme WH88 und WH89 elektroporiert. Über Saccharoseselektion wurden je 
acht Klone gewonnen, welche mittels PCR mit den Primern P16-748U und P16-couprev auf 
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Abbildung 3.8: Elektrophorese der PCR-Produkte 
ausgehend von den Primern P16-748U und P16-couprev.   
Auf  Spur 1 und Spur 13 ist ein Längenstandard 
aufgetragen. Das Wildtypfragment (190 bp) wird durch L. 
pneumophila Stamm Corby (Spur 2), L. pneumophila 
Stamm WH88 (Spur 4) und L. pneumophila Stamm WH89 
(Spur 8) gezeigt. Das Mutationsprodukt (1,89 kb)- 
bestehend aus dem Plasmid (1,7kb) und dem 
Wildtypfragment (190bp) ist bei allen Mutanten 
nachweisbar (L. pneumophila Stamm Corby CP7 (Spur 3); 
L. pneumophila Stamm WH88+ pCS25- K2, -K6 und -K8 
(Spur 5-7), L. pneumophila Stamm WH89+ pCS25- K5, -
K6 und K7 (Spur 9-11). Wasserkontrolle (Spur 12).     
Von diesen wurden je vier Klone ausgewählt, die im ELISA auf ihre Reaktion mit dem 
Antikörper 61-1 getestet wurden. Als Kontrolle wurde der Mak 22-1 (Mip) mitgeführt, sowie 
L. pneumophila Stamm Corby und die Mutante CP7. Das Ergebnis des ELISA ist in der 
Abbildung 3.9 grafisch zusammengefasst. Die Mittelwerte aus je vier Einzelwerten sind im 
Anhang in der Tabelle 7.5 aufgeführt.    
Abbildung 3.9: ELISA mit den Antikörpern 22-1 (mip) und 61-1 (Pad) von L. pneumophila Stamm Corby, der 
Mutante L. pneumophila Stamm Corby CP7, sowie den Wildtypen und pCS-25-komplementierten Klonen von L. 
pneumophila Stamm WH88 und L. pneumophila Stamm WH89   
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Zur zusätzlichen Absicherung wurden die beiden Wildtypen und je ein Klon auf den 
korrekten Einbau des Plasmids in das Genom und den Verlust der Vektorsequenz durch 
Doppel-crossover im Southernblot untersucht. Dazu wurden ca. 10 g genomischer DNA mit 
dem Enzym SphI enzymatisch geschnitten und in einem 1%-TAE-Gel aufgetrennt. Die DNA-
Fragmente wurden mittels Vakuumblotting auf eine Nylonmembran transferiert und mit drei 
spezifischen Sonden hybridisiert. Das Ergebnis ist in der Abbildung 3.10 dargestellt.                  
Abbildung 3.10: Southernblot mit der Orf16-spezifischen Sonde (links), der TN10-Sonde (Mitte) und einer 
vektorpsezifischen pBOC20-Sonde (rechts). Mit diesen hybridisiert wurden L. pneumophila Stamm Corby (Spur 
2, 14); L. pneumophila Stamm Corby CP7 (Spur 3, 8, 15); L. pneumophila Stamm WH88 (Spur 4, 9, 16), L. 
pneumophila Stamm WH88+ [pCS-25- K2] (Spur 5, 10, 17); L. pneumophila Stamm WH89 (Spur 6, 11,18); L. 
pneumophila Stamm WH89+ [pCS25- K5] (Spur 7, 12, 19) und der Vektor pBOC 20 (Spur 13)  
Mit Hilfe des Southernblots wurde der Einbau des mutierten Bereichs in das Genom der 
ausgewählten Klone nachgewiesen. Wie erwartet hybridisierten nur die Mutanten mit der 
Tn10-spezifischen Sonde (Mitte). Als Kontrolle wurde mit einer OrfP16-Sonde hybridisiert 
(linkes Bild), die mit allen drei Wildtypen ein Signal bei 3,3 kb erkennen ließ. Die Mutanten 
ließen eine Bande bei 5,0 kb erkennen, was auf den Einbau des, um 1.700 bp größeren, 
Plasmids zurückzuführen ist. Mit der vektorspezifischen Sonde durfte nur der Vektor selbst 
hybridisieren (rechts). Damit wurden die Klone bestätigt und konnten im Zellkulturversuch 
getestet werden.    
5,0 kb 
3,3kb 




3.4 Infektionsversuche mit WH88 und WH89   
Nach Überprüfung im ELISA und Southernblot erfolgte die Testung der Mutanten im 
Zellkulturversuch. Dazu wurde eine A. castellanii-Kultur mit einem MOI 100 infiziert und die 
intrazellulären Bakterien durch Ausplattieren ermittelt. Die Rohdaten sind im Anhang in den 
Tabellen 7.6 und 7.7 aufgelistet. Die Mittelwerte sind in der folgenden Abbildung grafisch 
zusammengefasst.  
Abbildung 3.11: intrazellulär nachweisbare L. pneumophila Stamm WH88 und WH89 Pad- Mutanten im 
Vergleich zu den beiden Wildtypen 0, 4, 24 und 48 h nach Infektionsbeginn    
Zu Versuchsbeginn wurden für den Wildtyp des Serogruppen-6 Stamm (WH88) bzw. für den 
Serogruppen-10 Stamm (WH89) 4*104 CFU/ml bzw. 5*104 CFU/ml gezählt. Damit 
entsprechen die Ergebnisse annähernd denen, die durch Infektion des Serogruppen-1 Stammes 
Corby erreicht werden. Bei allen Mutanten waren zu Versuchsbeginn Werte unter 104 
CFU/ml zu ermitteln. Bis zum Ende nach 48 h wurden für die Mutanten ähnlich hohe Zahlen 
an intrazellulären Bakterien wie für die Wildtypen beobachtet.  
Da die Messwerte nicht normalverteilt waren und eine Normalverteilung auch nicht durch 
Transformation erreicht wurde, erfolgte die statistische Auswertung mittels des 
parameterfreien Kruskal-Wallis-Rang-Summen-Tests. Für die WH88-Gruppe wurde ein 
signifikanter Unterschied mit p=0,0084, für die WH89 Stämme mit p=0,0045 zum Zeitpunkt 
































Nach diesem sind die initialen Aufnahmeraten aller drei Pad-Mutanten hoch signifikant 
verschieden im Vergleich zum Wildtyp:  
Tabelle 3.1: Ergebnis der statistischen Auswertung mittels Tuckey-Test der Infektionsversuche.    
2 3 4   2 3 4 
1 <0.001 <0.001 <0.001  1 <0.001 <0.001 <0.001 
2  0.9 0.88  2  0.61 0.44 
3   0.99  3   1 
1 L. pneumophila WH88       1 L. pneumophila WH89 
2 L. pneumophila WH88-(pCS25-K2)      2 L. pneumophila WH89-(pCS25-K5) 
3 L. pneumophila WH88-(pCS25-K6)      3 L. pneumophila WH89-(pCS25-K6) 
4 L. pneumophila WH88-(pCS25-K8)      4 L .pneumophila WH89-(pCS25-K7)    
Nach Vergleich der drei jeweiligen Mutanten untereinander war keine Signifikanz feststellbar.    
3.5 Verhalten von Pad-komplementierten non-pneumophila Stämmen im 
Zellkulturmodell  
Zur Prüfung, ob Pad auch in sogenannten nonpneumophila Stämmen einen Einfluss auf die 
Aufnahmerate hat, wurden mit dem pad-Locus komplementierte Transformanten von zwei L. 
bozemanii Stämmen, L. parisiensis, L. longbeachae und L. tauriniensis im Zellkulturmodell 
gegen ihren Wildtyp getestet. Acanthamoeba castellanii wurde als Wirtzelle ausgewählt. 
Zuvor wurde mittels ELISA geprüft, ob das Protein von den gewonnen Transformanten 
exprimiert wird.   
3.5.1 Expression von Pad in non-pneumophila Stämmen  
Die zur Infektion verwendeten Stämme sind in der Tabelle 2.1 zusammengestellt. Die 
Ergebnisse der ELISA`s sind in der Abbildung 3.12 grafisch dargestellt, die Rohdaten im 
Anhang in den Tabellen 7.8, 7.10, 7.12, 7.14 und 7.16 zusammengefasst.      
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Abbildung 3.12: Expression von Pad im Wildtyp 
und Pad- komplementierten Klonen von (A) L. 
bozemanii Stamm Frankreich 5; (B) L. bozemanii 
Stamm L99-343; (C) L. parisiensis Stamm H962; 
(D) L.longbeachae Stamm A46 und (E) L. 
tauriniensis Stamm Kopper11. Grau dargestellt ist 
Mak 22-1, weiß der Pad- Antikörper 61-1  
Als Kontrolle wurde jeweils L. pneumophila Stamm Corby mitgeführt. Auffällig war, dass 
zwischen den einzelnen Stämmen unterschiedliche Extinktionen gemessen wurden. Dies 
ergibt sich aus der Tatsache, dass die Versuche mit unterschiedlichen Chargen der Antikörper 
22-1 und 61-1 durchgeführt wurden. Grundsätzlich war aber bei keinem der Wildtypen eine 
Expression von Pad, angezeigt durch Mak 61-1, im Vergleich zu den Pad-positiven 
Transformanten zu verzeichnen.  
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3.5.2 Infektionsversuche  
Zur Infektion wurden je drei Klone mit den höchsten Expressionen von Pad ausgewählt. A. 
castellanii wurde mit einem MOI von 1:100 (Amöbe:Bakterium) infiziert. Die Infektion 
wurde in Doppelbestimmung in je drei Versuchen wiederholt. Die Rohdaten sind im Anhang 
in den Tabellen 7.9, 7.11, 7.13, 7.15 und 7.17 aufgeführt. Die gezählten CFU nach Infektion 
sind in den folgenden Abbildungen grafisch dargestellt.    
Abbildung 3.13:  Verhalten von L.bozemanii Frankreich 5 im Infektionsversuch mit A. castellanii. Die Infektion 
erfolgte mit einem MOI von 100 (Amöbe:Bakterium). Gezeigt werden die CFU/ml nach 0, 6, 24 und 48h aus je 
3x2 Einzelversuchen und die Standardabweichung. Es wurde ein signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt t0 
zwischen dem Wildtyp und dem Transformantenklon 3 ermittelt    
Nach dem Ausplattieren des Wildtyps von L. bozemanii Stamm Frankreich 5 sind im Mittel 
(aus 6 Wiederholungen berechnet) 7*103 CFU/ml bei 0 h zu zählen gewesen. Die Klone 1 bis 
3 zeigten eine mittlere Aufnahme von rund 1*105 CFU/ml. Für diesen Stamm wurde ein 12,8-
facher Anstieg der initialen Aufnahme nach Pad-Komplementation erreicht. Von diesen zeigt 
Klon 1 eine normale Vermehrung, die Klone 2 und 3 eine abnehmende Zellzahl nach 24 h. 
Der Wildtyp vermehrte sich im Anschluss und erreichte nach 24 h ähnliche CFU`s wie die 
Klone 2 und 3. Nach 48 h wurden bei diesen Klonen ca. 5*104 CFU/ml gezählt. 
Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen signifikanten Unterschied zum Zeitpunkt t0 mit p=0.001. 





















Der zweite L. bozemanii Stamm L99-343 ließ eine durchschnittliche Aufnahme von 1,5*104 
erkennen (Abbildung 3.14). Die Komplementierung mit dem Pad-Protein führte im Mittel bei 
den Klonen 1, 4 und 8 zu einer 4-fach höheren Aufnahme (5,9*104 CFU/ml).  
Abbildung 3.14: Verhalten von L.bozemanii Stamm L99-343 im Infektionsversuch mit A. castellanii. Die 
Infektion erfolgte mit einem MOI von 100 (Amöbe:Bakterium). Gezeigt werden die CFU/ml nach 0, 6, 24 und 
48 h aus je 3x2 Einzelversuchen und die Standardabweichung.  
Bei diesem Stamm vermehrten sich die Klone bis zu 48 h in gleichem Umfang und der 
Wildtyp erreichte bis zum Versuchsende ähnliche CFU`s/ml wie die Komplementanten. Der 
Kruskal-Wallis-Test fand keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Wildtyp und den 
Pad-komplementierten Klonen (p=0.05).  
In der Abbildung 3.15 sind die Infektionsergebnisse von L. longbeachae Stamm A46 
zusammengefasst. Für den Wildtyp wurden im Mittel 3*103 CFU gezählt. Die 
Komplementierung führte bei den Klonen 1-3 zu einem Anstieg der nachweisbaren CFU`s auf 
3,4*104 Zellen/ml, ein Anstieg um den Faktor 9. Bei diesem Stamm waren große 
Schwankungen sichtbar. Alle drei Klone zeigten sinkende Messwerte über die gesamte 
Versuchsdauer. Eine Ausnahme bildete der Klon 1, welcher sich zwischen 6 h und 48 h in 
dem erwarteten Maß vermehrte. Der Wildtyp erreichte im späteren Verlauf ähnliche Werte 





















Abbildung 3.15: Verhalten von L.longbeachae Stamm A46 im Infektionsversuch mit A. castellanii. Die 
Infektion erfolgte mit einem MOI von 100 (Amöbe:Bakterium). Gezeigt werden die CFU/ml nach 0, 6, 24 und 
48 h aus je 3x2 Einzelversuchen und die Standardabweichung. Zwischen dem Wildtyp und den Klonen 2 bzw. 3 
wurden signifikante Unterschiede ermittelt  
Zum Zeitpunkt t0 lag ein signifikanter Unterschied vor (p<0.001). Ein höchst signifikanter 
Unterschied wurde zwischen dem Wildtyp und Klon 2, ein schwacher Unterschied zwischen 
dem Wildtyp und Klon 3 vorgefunden. Ebenfalls signifikante Unterschiede traten zwischen 
den Klonen 1 und 2 (p<0,001) bzw. 3 und 4 (p<0,001) auf.  
Die nächste Abbildung fasst die Ergebnisse von Stamm Koper 11 (L. tauriniensis) zusammen.    
Abbildung 3.16: Verhalten von L.tauriniensis Stamm Koper 11 im Infektionsversuch mit A. castellanii. Die 
Infektion erfolgte mit einem MOI von 100 (Amöbe:Bakterium). Gezeigt werden die CFU/ml nach 0, 6, 24 und 
48 h aus je 3x2 Einzelversuchen und die Standardabweichung. Zwischen dem Wildtyp und den Klonen 1, 2 bzw. 




































2 3p < 0.01
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Dabei wurde ein Anstieg um 8,5 gegenüber dem Wildtyp nach Pad-Komplementierung 
beobachtet [4*103 (WT) vs. 3,9*104 (P16+-Klone)]. Insgesamt vermehrten sich sowohl der 
Wildtyp als auch die Komplementanten um eine logarithmische Einheit bis zum 
Versuchsende nach 48 h. Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde ein signifikanter Unterschied 
festgestellt (p<0.01), der mittels TukeyHSD bestätigt wurde. So waren alle drei Klone im 
Vergleich zum Wildtyp signifikant verschieden. Die Klone untereinander unterschieden sich 
nicht signifikant.  
In der Abbildung 3.17 sind die gemessenen CFU/ml nach Infektion von A. castellanii mit L. 
parisiensis zusammengefasst.    
Abbildung 3.17: Verhalten von L.parisiensis  Stamm H962 im Infektionsversuch mit A. castellanii. Die 
Infektion erfolgte mit einem MOI von 100 (Amöbe:Bakterium). Gezeigt werden die CFU/ml nach 0, 6, 24 und 
48 h aus je 3x2 Einzelversuchen und die Standardabweichung. Zwischen dem Wildtyp und den Klonen 1, 2 bzw. 
3 wurden signifikante Unterschiede ermittelt  
Für den Wildtyp des Stammes H962 (L. parisiensis) wurde eine CFU/ml von 4*103 zum 
Zeitpunkt t0 gezählt. Die Pad-positiven Klone hatten eine 10-fach höhere initiale Aufnahme 
(MW=4,6*104) im Vergleich zu ihrem Wildtyp. Bei diesem Stamm wurden, mit Ausnahme 
von Klon 1, geringere Vermehrungsraten beobachtet, der Wildtyp vermehrte sich nach 6 
Stunden nicht weiter. 
Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten Unterschied (p=0.001) zwischen dem 
Wildtyp und allen drei Komplementanten. Die Klone untereinander waren nicht signifikant 
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3.6 Immunfluoreszenz  
Zur Überprüfung der Infektion wurde die Infektion stichprobenartig zusätzlich mittels 
Immunfluoreszenz überprüft. In den folgenden Abbildungen sind einige ausgewählte 
Beispiele zu sehen .                    
Abbildung 3.18: Infektion zum Zeitpunkt t0 von L.bozemanii Stamm Frankreich 5+(pCS31- 
Klon2); linke Seite: Wildtyp, rechte Seite: Klon 2    
In den oberen Abbildungen ist die rot markierte A. castallanii Zelle zu erkennen, die 
Bakterien sind durch den Antikörper grün angefärbt. So sind im linken Bild zwei grün 
leuchtende Stäbchen erkennbar, während die pad-komplementierte Transformante 
verschwommen ca. fünf intrazellulär vorliegende L. bozemanii erkennen lässt (rechtes Bild). 
Teilweise wurden deutlich höhere Aufnahmeraten nach Pad-Komplementierung beobachtet, 
welche die gezählten CFU`s bestätigen. 
Innerhalb der nächsten 24 Stunden kam es zu einer Vermehrung der Bakterien um das 
Doppelte oder Dreifache, welche sich nach der Anpassung an das Umgebungsmedium in der 
exponentiellen bzw. spätexponentiellen Phase befanden. Dies bestätigt auch die Abbildung 
3.19. Die linke Seite zeigt den Wildtyp, welcher zunehmend ähnliche Zellzahlen erreicht, was 
dafür spricht, dass Pad nur in der frühen Infektionsphase eine Rolle spielt und keine bei der 
intrazellulären Replikation.       
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       Abbildung 3.19: A. castellanii 24 h Postinfektion mit intrazellulären L. bozemanii (links: Wildtyp; rechts 
der Pad- komplementierte Klon2)    
Nach 48 Stunden Infektion sind richtige Vermehrungscluster der Bakterien zu erkennen, die 
kaum eine genaue Einzelauszählung zulassen (Abbildung 3.20). Teilweise kam es zur Lyse 
der Wirtszellwand (Pfeil), wodurch eine Freisetzung der Bakterien zu beobachten war.   
Abbildung 3.20: intra- und extrazelluläre L. bozemanii 48 h Postinfektion (links: Wildtyp; rechts der     
Pad- komplementierte Klon2)   
Am Ende des Versuches wurden kaum Unterschiede zwischen den Zellzahlen intrazellulär 




3.7 Expression und Aufreinigung des rekombinanten Proteins  
Für die Expression von Pad wurde eine frisch auf LB + Ampicillin gewachsene Einzelkultur 
von E.coli M15 [pRep4]-pCS1 in 10 ml LB-Medium mit Ampicillin und Kanamycin ü.N. bei 
37°C unter Schütteln kultiviert. Die 1:50 beimpfte 100 ml Hauptkultur wurde bis zu einer 
OD600 0,7 - 0,9 inkubiert. Durch Zugabe von 2 mM IPTG erfolgte die Induktion für 4 6 
Stunden. Danach wurde die Kultur geteilt und beide Ansätze für 20 min bei 5000 rpm und 
4°C zentrifugiert. Nach Messung des Gewichts wurde das Pellet für die anschließende 
Aufreinigung bei 20°C ü.N. eingefroren. Das andere Pellet wurde auf eine Zellzahl von 1011 
Zellen pro ml verdünnt und für die SDS-Gelelektrophorese in Probenpuffer + 
Mercapthoethanol resuspendiert. Mittels Silber-Färbung erfolgte der Nachweis des 
exprimierten Proteins (siehe Abbildung 3.21).   
Abbildung 3.21: Expression von Pad in     
M15[pREP4]-pCS1  
Spur1:   Marker  
Spur2:   L. pneumophila Stamm Corby 
Spur3:   L. pneumophila CP7 
Spur4:   kompetente Zellen E.coli 
Spur5:   Ansatz 1 (unstimmuliert) 
Spur6:   Ansatz 1 (unstimmuliert) 
16 kDa        Spur7:   Ansatz 2          
Spur8:   Ansatz 2        für 3 h stimmuliert 
Spur9:   Ansatz 3   
Spur10: Ansatz 3  
Spur11: Ansatz 4 
Spur12: Ansatz 4        für 6 h stimmuliert 
Spur13: Ansatz 5  
Spur14: Ansatz 5   
Dieses wurde wie in Kapitel 2.13.1 beschrieben für die Immunisierung aufgereinigt und mit 
Vivaspin 6-Säulchen konzentriert. Mittels BCA-Assay wurde ein Proteingehalt von 225 
g/ml bzw. 840 g/ml kalkuliert.  
3.8 Gewinnung des monoklonalen Antikörpers   
Zur Gewinnung eines monoklonalen Antikörpers wurde eine Maus mit dem aufgereinigten 
rekombinanten Protein immunisiert (Immunisierungsschema siehe Kapitel 2.13.3.1). Zur 
Kontrolle der erfolgreichen Immunisierung wurde der Milzzellüberstand im Westernblot 
getestet.  
  1   2    3    4     5    6    7     8    9   10   11 12   13 14 
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Abbildung 3.22: Westernblot mit Milzzellüberstand und 
Mak 61-1 mit dem rekombinanten Protein Pad als Antigen   
                     16 kDa                                                    Spur1: Marker 
Spur2: Milzzellüberstand unverdünnt       
Spur3: Milzzellüberstand (1:8) 
Spur4: Milzzellüberstand (1:32) 
Spur5: Mak 61-1 unverdünnt 
Spur6: Mak 61-1 (1:8) 
Spur7: Mak 61-1 (1:32)  
Als Antigen wurden ca. 50 g des rekombinanten Proteins P16 eingesetzt, Mak 61-1 wurde 
als Positiv-Kontrolle mitgeführt. Alle Verdünnungen des Milzzellüberstandes zeigten Banden 
bei 16 kDa und stimmten mit den Banden des Mak 61-1 überein, die Maus hatte also auf die 
Immunisierung angesprochen und Antikörper gegen Pad entwickelt. Daraufhin wurden die 
Hybridomzellen kloniert, alle sieben Tage das Wachstum kontrolliert und die Reaktivität im 
Westernblot getestet. Als Antigen wurde L. pneumophila Stamm Corby verwendet, als 
Kontrolle wurde mit dem Mak 61-1 gescreent. Zeigten die Zellen auch die gewünschte Bande 
von 16 kDa, wurden sie rekloniert, bis nur noch eine Bande bei 16 kDa sichtbar war. Dieses 
war nach ca. 60 Tagen der Fall, die Überstände klonierter Zellen ließen nur noch die 
gewünschte Bande bei 16 kDa erkennen  (siehe Abbildung 3.23).      
Abbildung 3.23: Westernblot der 
Zellkulturüberstände von 83-1 60 Tage 
nach der Fusionierung          
Spur 1: Marker 
16kDa         Spur 2: Mak 61-1 
Spur 3: Überstand 1         
Spur 4: Überstand 2 
Spur 5: Überstand 3 
Spur 6: Überstand 4 
Spur 7: Überstand 5 
Spur 8: Überstand 6   




Einige dieser Zellen wurden in flüssigem Stickstoff gesichert und die übrigen in 6-well-
Zellkulturplatten weiterkultiviert, um möglichst viel Antikörper, im Folgenden mit Mak 83-1 
bezeichnet, im Überstand zu erhalten. Dieser wurde abgenommen und mit Na-Acid versetzt 
und portioniert bei 20°C bis zur Verwendung aufbewahrt.  
Der gewonnene Überstand wurde im ELISA mit dem Wildtyp (Corby) und der P16--Mutante 
CP7 getestet. Das Ergebnis ist in der Abbildung 3.24 dargestellt. Die Messwerte der 
Extinktion sind im Anhang in der Tabelle 7.18 zusammengefasst.            
Abbildung 3.24: ELISAmit Mak 83  1, Antigen: L.pneumophila Corby und L. pneumophila Stamm Corby 
CP7. Der Antikörper wurde unverdünnt (Spalte1), 1:5 (Spalte2) und 1:10 (Spalte 3) eingesetzt. Als Konjugat 
wurde ein anti-Maus IgG+IgM- POD markiertes Antiserum 1:500 verwendet.  
3.9 Epitopmapping mittels Phagen-Bibliotheken  
Um mögliche Bindungsstellen des Antikörpers 61-1 zu finden, wurde dieser mit der 
sogenannten Phage-Diplay-Technik untersucht. In dieser Arbeit wurde zum einen mit der 
FliTrx-Random Peptide Display Library der Firma Invitrogen und mit der Ph.D.-7 Phage 
Display Peptide Library von New England BioLabs gearbeitet. Nach erfolgreicher Isolation 
wurden 40 (Invitrogen, Primer: FliTrx for; FliTrx rev) bzw. 32 Klone (New England BioLabs, 
Peptide-up; Peptide-96seqdo; siehe Tabelle 2.3) sequenziert. Nach Vergleich aller Sequenzen 
wurden zwei putative Epitope gefunden (siehe Abbildung 3.25).       
P16- -Mutante CP7 
    Wildtyp Corby 
  1    2   3
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    C 1          L1      C2                          L2/C3     
0 bp       50   100         150                 200            250       300               350             400  
Abbildung 3.25: putative Epitope im Bereich des Orf P16.  
C1:  aus Peptidspotting von Mak 61-1 und Anti-P16-Serum (Steudel, 2000) 
L1:  aus Phage Display Library mit Mak 61-1 (diese Arbeit) 
C2:  aus Peptidspotting von Anti-P16-Serum hervorgegangen (Steudel, 2000)  
L2/C3:  aus Phage Display Library mit Mak 61-1 (diese Arbeit) und Peptidspotting mit Mak 61-7 (Steudel, 
2000)  
Das erste, mit L1 bezeichnete Epitop, beginnt an Position 115 des OrfP16 (Aminosäure 39) 
und endet an Position 145 (Aminosäure 49) und zeigt folgende DNA-Sequenz, die sowohl 
durch die FliTrx als auch durch die Ph.D.-7-Bibliothek ermittelt wurde:    
           5´-   
FliTrx: 
DNA- Sequenz: 
           5´-   
Ph.D.7: 
Basensequenz: 
           5´-   
Aminosäuresequenz Epitop L1:      
L1 setzt sich aus elf Aminosäuren zusammen und hat ein theoretisches Molekulargewicht von 
1,3 kDa. Neben vier polaren Aminosäuren (N, Q, S und T) lassen sich zwei hydrophobe 
Aminosäuren (I, L) finden. Außerdem sind mit Histidin (H) und Lysin (K) zwei basische 
Aminosäuren vertreten. 
Das zweite putative Epitop, im Folgenden mit L2/C3 bezeichnet, reicht von Position 316 
(Aminosäure 106) bis Position 349 (Aminosäure 117).   
H39   K          K           I           L           S          Q          L          N          L           T49
CAC AAA AAA ATA CTC AGT CAG CTT AAT TTA ACT
CAC AAA ATA CTC AGT CTT AAT TTA ACT




DNA- Sequenz des Epitops L2/C3:  
5´-  
FliTrx:             
5´-  
Ph.D.7:   
5´-  
Aminosäuresequenz des Epitops L2/C3:       
Mittels des Programms Editseq wurde für dieses Epitop ein theoretisches Molekulargewicht 
von 1,4 kDa errechnet. Von den insgesamt 12 Aminosäuren sind zwei streng basisch (K, R) 
vier hydrophob (A, L, M, V) und zwei polar (N, T). Außerdem ist an zweiter Postition ein 
nichtpolares Glycin zu finden. Das in dieser Arbeit gefundene Epitop L2 stimmt mit einem 
mittels Peptidspot von Mak 61-7 (STEUDEL, 2001) ermittelten Epitop überein und wird 
deshalb als L2/C3 bezeichnet.  
Neben diesen beiden Epitopen sind zwei weitere Epitope (C1 und C2) im ORF P16 möglich. 
Diese wurden mittels Peptidspotting mit Mak 61-1 und dem polyklonalen Anti-P16-Serum 
ermittelt (STEUDEL, 2001). Ein Epitopmapping mittels Phage Display von Mak 61-7 war nicht 
möglich, da der Antikörper nicht mehr zur Verfügung stand.    
3.10 Zufallsmutation   
Zur Bestätigung der ermittelten Epitope wurden Mutanten mittels der Genemorph II EZ Clone 
Mutagenese (Stratagene) gewonnen, mit der Mutationen per Zufall in ein gewünschtes DNA-
Fragment eingefügt werden können. Zuvor wurde durch PCR mit den Primern P16-1912 und 
P16-2716 ein 804 bp großes Fragment amplifiziert, welches rund 200 bp vor bzw. nach dem 
Orf P16 (pad) umfasst. Die Abbildung 2.1 stellt das Schema der verwendeten Primer dar. Mit 
diesem aufgereinigten Fragment wurde mit der MutazymII-Polymerase eine PCR zum Einbau 
der Zufallsmutation durchgeführt. Die Kontrolle erfolgte über Elektrophorese auf einem 1% 
Agarosegel. Die Abbildung 3.26 zeigt das Ergebnis einer solcher Mutations-PCR.  
GCA GGG ACT ATG CTA AAA AAT CGT GTA ATG ATG
GCA GGG ATG CTA AAT CGT GTA ATG ATG
AAA
GCA GGG ACT ATG CTA AAA AAT CGT GTA ATG ATG AAA
  A106      G           T          M           L          K           N          R          V           M          M         K117
  
Ergebnisse
85     
Abbildung 3.26: Elektrophorese nach PCR 
 mit der MutazymII- Polymerase zum Einfügen    
von Zufallsmutationen 





Spur6: Marker   
Die PCR-Produkte wurden mit dem PCR-Purification-Kit der Firma Qiagen aufgereinigt und 
in den Topo-A-Cloning-Vektor (Invitrogen) bzw. in den PCR-Script-Cam-Cloning-Vektor 
(Stratagene) nach Angaben des Herstellers kloniert. Von den gewonnenen Klonen wurde eine 
PCR mit den Primern M24 und M33 durchgeführt, um den tatsächlichen Einbau des Vektors 
zu überprüfen. In der Abbildung 3.27 ist eine solche Elektrophorese dargestellt.        
Abbildung 3.27: Elektrophorese zur 
Kontrolle der Insertgröße mittels PCR mit 
den Primern M24/M33. Spur 1 und 32 
zeigen den Marker, Spur 2 enthält den 
Vektor und die Spuren 3-31 gepickte 
Klone mit (ca. 1000bp, Pfeil) und ohne 
Insert (< 200bp)    
Zur weiteren Analyse wurden nur Klone eingesetzt, die tatsächlich eine Bande präsentieren, 
die um 804 bp (z.B. Spuren 9-12, 14-17 usw.) größer war als der Vektor (Spur1). Diese 
wurden in sterilem A. bidest abgeschwemmt und im Kolonie- bzw. Westernblot mit Mak 61-
1, 83-1 und dem Anti-P16-Serum getestet. Die Ergebnisse aus diesen Tests sind in den 
folgenden Abbildungen dargestellt.      
800bp 
    1  2  3 4   5  6
1              5                 10                 15                 20                 25                30 
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Abbildung 3.28: Kolonieblot von Mutanten erzeugt mit 
MutazymII Polymerase mit Mak 61-1, 83-1 und dem 
polyklonalen Anti- P16- Serum.        
A1: L. pneumophila Stamm Corby 
A2: L. pneumophila Stamm Corby CP7 
A3: XL 10-Gold Kan ultrakompetente E.coli   
A4  E5: mutierte Klone          
Als Kontrolle wurden L. pneumophila Stamm Corby und die Mutante CP7, sowie kompetente 
Zellen von E. coli mitgeführt. Wie erwartet, reagierte der Wildtyp Corby mit allen drei 
Antikörpern, die Mutante CP7 jedoch nicht. Die kompetenten Zellen von E. coli konnten 
nicht mit den beiden monoklonalen Antikörpern, jedoch mit dem polyklonalen Serum 
reagieren, was auf Kreuzreaktionen mit enthaltenen Proteinen in diesem Antiserum 
zurückzuführen sein kann. Mit Ausnahme von Klon 7(55), der nicht mit dem Mak 61-1 
reagierte, mit Mak 83-1 aber schon, gab es keine Unterschiede in den Reaktionen der Klone 
zwischen den beiden Antikörpern 61-1 und 83-1. Zur Bestätigung des Kolonieblots wurden 
die Klone zusätzlich im Westernblot mit Mab 61-1 gestestet. Die Abbildung 3.29 stellt das 
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Abbildung 3.29: Test auf die Bindungsfähigkeit von Mak 61-1 an zufallsmutierte Klone. Spurenbelegung: (1) 
Marker; (2) L.pneumophila Stamm Corby; (3) L.pneumophila Stamm Corby CP7; (4) E.coli; (5) Klon 3 (1); (6) 
Klon 3 (2); (7) Klon 3 (3); (8) Klon 3 (4); (9) Klon 3(11); (10) Klon 3(14); (11) Klon 3(18); (12) Klon 3(20); 
(13) Klon 3(24); (14) Klon 4 (1); (15) Klon 4 (2); (16) Klon 4(15); (17) Klon 5 (1); (18) Klon 7 (7); (19) Klon 7 
(8); (20) Klon 7 (9); (21) Klon 7(14); (22) Klon 7(18); (23) Klon 7(33); (24) Klon 7(35); (25) Klon 7(38); (26) 
Klon 7(53); (27) Klon 7(55); (28) L.pneumophila Stamm Corby; (29) L.pneumophila Stamm Corby CP7    
Die Klone wurden mit den Primern P16-2037f, P16-2495f, P16-coup, P16-colorev, P16-2495r 
und P16-2716 zur Ermittlung der Mutationsstellen sequenziert. Die Klone 3(1), 3(14), 3(18), 
3(24), 7(9) und 7(55) haben die gleiche DNA- und Aminosäuresequenz wie der Wildtyp 
Corby. All diese Klone reagierten mit Mak 61-1 bzw. 83-1 (vgl. Tabelle 3.2). Einzige 
Ausnahme war der Klon 7(55), der mit Mak 83-1, jedoch nicht mit Mak 61-1 reagierte. In der 
Promotorregion waren ebenfalls keine Abweichungen von der Wildtypsequenz erkennbar 
(nicht dargestellt).  
Eine zweite Gruppe, die trotz Mutation die gleiche Aminosäuresequenz wie der Wildtyp 
besitzen, setzt sich aus den Klonen 3(20), 4(1), 7(8) und 7(33) zusammen. Bei Klon 3(20) ist 
das Adenin12 gegen ein Guanin ausgetauscht. Auch dieser Klon kann trotz gleicher 
Aminosäuresequenz in der Promotorregion und im ORF selbst nicht mehr mit den Pad-
Antikörpern reagieren. Klon 4(1) hat das Adenin24 zu einem Guanin ausgetauscht, 7(8) das 
Guanin228 zu Adenin. Letzterer kann ebenfalls trotz gleicher Aminosäuresequenz nicht mehr 
mit Mak 61-1 bzw. 83-1 reagieren. Bei Klon 7(33) führte der Austausch von Adenin330 zu 
Guanin zu keiner Veränderung der Aminosäuresequenz.  
Bei der dritten Gruppe führten die Mutationen auch zu einem veränderten Aminosäuremuster 
(Tabelle 3.2). In diese sind die Klone 3(2), 3(3), 3(4), 3(11), 4(2), 4(15), 5(1), 7(7), 7(14), 
16 kDa




7(18), 7(35), 7(38), 7(53) und 7(55) einzuordnen. Die DNA- und Aminosäuresequenzen sind 
im Anhang in der Abbildung 7.2 bzw. Abbildung 7.3 aufgeführt.  
Tabelle 3.2: Übersicht der mit GeneMorph mutierten Klone, ihre Bindungsfähigkeit an Mak 61-1 und 83-
1 sowie dem polyklonalen Anti P16-Serum und die Position der eingefügten Mutation   
Klon Mak 61-1 Mak 83-1 Mak Anti-P16 Mutation an Base / Aminosäure 
3 (1) - 
3 (2) A85  T / T29  S
3 (3) A398 T / K133  I
3 (4) T261 A / N87  K
3 (11) A393 C / Q131  H
3 (14) - 
3 (18) - 
3 (20) A12 G / -
3 (24) - 
4(1) A24  G/ -
4(2) C59  G / P20  R
4(15) A193  T / K65  Stopc.
5(1) A373 fehlt  ab AS125 verändert
7(7) C81  T / -
G131  A / S44  N 
7(8) G228  A / -
7(9) - 
7(14) A157  G / K53  E
7(18) T49  G / F17  V
A239  G / Q80  R 
A318  T / - 
7(33) + + + A330  G / -
7(35) C88  G / Q30  E
7(38) G101  A / C34  Y
7(53) A275 T / E92  V
C328  T / - 
7(55) - 
Das Alignment gegen die Wildtypsequenz lässt drei Mutationen im Bereich eines der 
putativen Epitope (Abbildung 3.30). So führt der Austausch bei Klon 3(2) von Adenin85 zu 
Thymin85 zum Austausch von Threonin29 zu Serin29. Dieser liegt in keinem vorhergesagten 
Epitop und führt auch zu keiner eingeschränkten Bindung. Bei Klon 3(3) führt der Austausch 
von Adenin398 zu einem Thymin398 zum Austausch der Aminosäure 133, statt des Lysins133 ist 
ein Isoleucin zu finden. Die Mutation sitzt in keinem der vorhergesagten Epitope und führt 
auch zu keiner Einschränkung im Verhalten gegenüber Mak 61-1 bzw 83-1. Bei Klon 3(4) ist 
Thymin261 in ein Adenin261 getauscht. Dies führt zu einem Austausch von Asparagin87 gegen 
Lysin87, eine Position, welche ebenfalls in keinem der vorhergesagten Epitope liegt und zu 
keiner Bindungseinschränkung führt. 
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Abbildung 3.30: Vergleich der Proteinsequenzen der Mutanten im Bereich von OrfP16 gegen die Wildtypsequenz (Reihe 1). Die vier putativen Epitope sind farbig unterlegt. 
1......W ildtyp 2......K lon 3(2)
3......K lon 3(3) 4......K lon 3(4)
5......K lon 3(11) 6......K lon 4(2)
7......K lon 4(15) 8......K lon 5(1)
9......K lon  7(7) 10....K lon 7(14)
11....K lon 7(18) 12....K lon 7(35)
13....K lon 7(38) 14....K lon 7(53)
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Bei Klon 3(11) wurde durch Sequenzierung ein Austausch von Adenin393 zu Cytosin393 
festgestellt. Dies führte zu einem Austausch von Glutamin131 zu Histidin131, einer 
Aminosäureposition, die in keinem der vorhergesagten Epitope liegt. Trotzdem kann der Klon 
3(11) nicht mehr mit den beiden Pad-Antikörpern interagieren. Bei Klon 4(2) führt der 
Wechsel von Cytosin59 zu einem Guanin zu einem Austausch von einem Prolin20 zu 
Arginin20. Dieses liegt in dem für 61-1 vorhergesagten Epitop C1, führt aber zu keiner 
verminderten Anhaftung. Bei Klon 4(15) kommt es auf Grund des Austausches von Adenin193 
zu Thymin193 zu einem Stopcodon an Position 65, was zwei Aminosäuren hinter dem Epitop 
C2, jedoch vor dem Epitop L2/C3 liegt. Dieser Klon reagiert weder mit Mak 61-1, noch mit 
Mak 83-1. Bei Klon 5(1) ergab die Sequenzierung mit allen vier verwendeten Primern eine 
Abweichung des Aminosäuremusters ab der AS125 bis zum Ende des Orf s, da das Adenin373 
fehlt. Dies liegt hinter allen vorhergesagten Epitopen, der Klon reagiert weder mit Mak 61-1 
noch mit Mak 83-1. Der Klon 7(7) hat zwei Basenaustausche. Die Mutation von Cytosin81 zu 
Thymin81 führt jedoch zu keinem veränderten Aminosäuremuster und liegt auch in keinem 
vorhergesagten Epitop. Der zweite Austausch sitzt an Position 131, wo das Guanin131 gegen 
ein Adenin ausgetauscht ist. Statt des Serin44 ist ein Asparagin44 zu finden. Dieses liegt mitten 
im putativen Epitop L1 und der Klon 7(7) reagiert auch nicht mehr mit den beiden Pad-
Antikörpern. Des Weiteren findet sich bei Klon 7(14) statt des Lysins53 eine Glutaminsäure, 
was nur zwei Aminosäuren vor dem putativen Epitop C2 sitzt. Der Klon reagiert ebenfalls 
nicht mehr mit Mak 61-1 bzw. 83-1. Bei Klon 7(18) sind Nukleotide an drei Positionen 
ausgetauscht. Durch das Auswechseln von Thymin49 zu Guanin49 ist statt des Phenylalanins17 
ein Valin17 zu finden. Der Austausch von Adenin239 zu einem Guanin führt zur Veränderung 
der Aminosäuresequenz an Position 80, was in keinem vorhergesagten Epitop liegt. Der 
Austausch von Adenin318 zu Thymin318 führt zu keiner veränderten Aminosäuresequenz. Der 
Klon 7(18) vermag nicht mit den Pad-Antikörpern zu reagieren. Die Mutation bei Klon 7(35) 
ist an Postition 88 zu finden, wo das Cytosin gegen ein Guanin ausgetauscht ist. Diese 
Mutation führt zum Austausch von Glutamin30 zu einer Glutaminsäure30. Der Klon zeigt 
keine eingeschränkte Bindung an die beiden Antikörper. Bei Klon 7(38) führt die Mutation 
von Guanin101 zu Adenin101 zu einem Austausch von Cystein34 zu Tyrosin34. Diese liegt fünf 
Aminosäuren vor dem vorhergesagten Epitop L1, die Mutante vermag nicht mehr mit den 
beiden Pad-Antikörpern zu reagieren. Bei Klon 7(53) wurden zwei Mutationen gefunden. 
Zum einen ist Adenin275 gegen ein Thymin275 ausgetauscht, was zu einem Austausch der 
Glutaminsäure92 zu einem Valin92 führt. Die zweite Mutation (Cytosin328 zu Thymin328) hat 




3.11 Site-spezifische Mutation im putativen Epitop C1 im Orf P16   
Da die mittels Peptid-Spotting bzw. Phagenbibliothek gefundenen Epitope durch das 
Einfügen von Zufallsmutationen nicht eindeutig zu bestätigen waren, sollte eine site-
spezifische Mutation Aufschluss bringen. Dafür wurde die multiple-mutation-Methode nach 
Hames (2005) angewandt. Von dem aufgereinigten, mit den Primern P16-1912/P16-2716 
erzeugten Amplifikat, wurde eine PCR durchgeführt, bei der zusätzlich je ein Mutations-
Primer zugegeben wurde. Die Sequenzen der Mutations-Primer sind in der Tabelle 2.3 
aufgeführt. Das PCR-Produkt wurde durch Auftrennung in der Gelelektrophorese (1,5%) 
bestätigt und die Banden mit Ethidiumbromid angefärbt. Das Ergebnis ist in den Abbildungen 
3.31 und 3.32 dargestellt.    
Abbildung 3.31: Gelelektrophorese mit den 
Mutationsprimern zum Austausch im Epitop C1  
Spur 1: Marker 
Spur 2: PCR- Produkt mittels P16E1-AS11  
Spur 3: PCR- Produkt mittels P16E1-AS12 
Spur 4: PCR- Produkt mittels P16E1-AS13 
Spur 5: PCR- Produkt mittels P16E1-AS14 
Spur 6: PCR- Produkt mittels P16E1-AS15 
Spur 7: Wasserkontrolle  
Spur 8: L.pneumophila Stamm Corby 
Spur 9: Marker      
Abbildung 3.32: Gelelektrophorese mit 
den Mutationsprimern zum Austausch im 
Epitop C1.  
Spur 1: Marker 
Spur 2: PCR- Produkt mittels P16E1-AS16  
Spur 3: leer 
Spur 4: PCR- Produkt mittels P16E1-AS17 
Spur 5: PCR- Produkt mittels P16E1-AS18 
Spur 6: PCR- Produkt mittels P16E1-AS19 
Spur 7: PCR- Produkt mittels P16E1-AS20 
Spur 8: Wasserkontrolle 
Spur 9: Marker   
Danach ist eine Bande bei ca. 800 bp sichtbar, welche die eingebaute Mutation enthalten 
sollte. Die PCR-Produkte wurden mittels PCR-Purification aufgereinigt und in den pCR-
Skript-Cam-Vektor kloniert. Über blau-weiß-Selektion wurden je zehn bis zwanzig weiße 
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auf den Einbau des richtigen Fragmentes kontrolliert. Das Ergebnis einer solchen 
Elektrophorese ist exemplarisch in der Abbildung 3.33 festgehalten.                
Abbildung 3.33: PCR mit den Primern M13-20 und M13-rev von Klonen 
*AS13, *AS15; Spuren1, 15 und 25: Marker; Spur 2: Vektor; Spuren 3-14 
und 16-23: weiße Klone mit mutierter Aminosäuren im Bereich des Epitops 
C1; Spur 24: Wasserkontrolle   
Nur solche Klone, bei denen ein 941 bp langes Fragment aus dem Vektor (226 bp) und dem 
eingebauten Fragment (715 bp) nachweisbar war, wurden mit den Primern P16-2043up, P16-
2495f und P16-2716 sequenziert. Die DNA-Sequenzen sind in der Abbildung 7.4 im Anhang 
aufgeführt. In der Abbildung 3.34 sind die Aminosäuresequenzen der Mutanten im Bereich 
des Epitops C1 zusammengefaßt.               
Abbildung 3.34:  Vergleich der Aminosäuren von Mutanten im Epitop C1. In der obersten Reihe (A) ist die 
Sequenz des Wildtyps, darunter die der Mutanten pLI-His11, pLI-Thr12, pLI-Ser13, pLI-Leu14, pLI-Leu15, pLI-
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Die Mutanten wurden daraufhin auf ihre Bindungsfähigkeit mit Mak 61-1 getestet (siehe 
Abbildung 3.35). Dazu wurde ein ELISA durchgeführt. Die Abbildung zeigt den Mittelwert 
der Extinktion und die Standardabweichung von jeweils sechs Einzelwerten. Die Rohdaten 
sind im Anhang in der Tabelle 7.19 aufgelistet. 
Abbildung 3.35: ELISA der Klone mit Mutation von His11, Thr12, Ser13, Leu14, Leu15, Phe16, Tyr17, Arg18, Glu19 
und Ser20 mit Mak 61-1. Als Positivkontrolle wurde L.pneumophila Stamm Corby, als Negativkontrolle die Pad-
negative Mutante CP7 mitgeführt.   
Keine Bindung an den Antikörper konnte bei den Mutanten CP7 und pLI-His11 beobachtet 
werden. Deutlich geringere Extinktion wurden für die Mutanten pLI-Leu15, pLI-Arg18 bzw. 
pLI-Ser20 gemessen. 
3.12 Zytotoxizität von Pad auf die Wirtszelle   
Zur Klärung, ob das untersuchte Protein Pad einen zytotoxischen Einfluß auf die 
Amöbenzelle hat, wurde A. castellanii wie in Kapitel 2.13.9 beschrieben infiziert und mit dem 
Celltiter Blue Viability Assay untersucht. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass der 
Substratumsatz bei einer Zellzahl von 107 Amöben optimal ist. Diese wurden mit einer MOI 
50 mit hitzeabgetöteten sowie jeweils exponentiellen und stationären Phase-Kulturen von L. 
pneumophila Stamm Corby und L. pneumophila Stamm Corby CP7 infiziert. Nach 1 min, 30 
min bzw. 120 min wurde die Infektion beendet, in dem der Überstand 3x vorsichtig durch 
frisches Medium ersetzt wurde. Im Anschluss wurde sofort das Substrat zugegeben. Dieses 
wird von der Atmungskette der Amöben umgesetzt, wobei ein Farbumschlag durch die 
































































photometrisch verfolgt werden kann. Die Extinktion der nichtinfizierten Kontrolle wurde als 
100% Umsatz angenommen und damit der Substratumsatz der infizierten Amöben zu den 
unterschiedlichen Infektionszeitpunkten berechnet. Der Test wurde 3x mit je 3 - 4 
Einzelwerten durchgeführt. Die zusammengefassten Ergebnisse und die daraus resultierenden 
Standardabweichungen sind in der Abbildung 3.36 grafisch zusammengefasst.   
Abbildung 3.36: Umsatz von Resazurin zu Resorufin durch die Atmungskette von A. castellanii- Zellen infiziert 
mit exponentiellen (EP) und stationäre (SP) Phase- Kulturen von L. pneumophila Stamm Corby und der Pad- 
negativen Mutante L. pneumophila Stamm CP7. Als Kontrolle wurden uninfizierte Amöben und Amöben, 
infiziert mit hitzeabgetöteten Legionellen, mitgeführt. Der Umsatz nichtinfizierter Amöben wurde 100% 
gleichgesetzt und als Grundlage für die Berechnung genutzt.   
Daraus ergibt sich eine Toxizität unter 10% für hitzeabgetöteten Bakterien über den gesamten 
Versuchszeitraum. Unterschiedliche Toxizitäten waren sowohl zwischen dem Wildtyp und 
der Mutante als auch zwischen den beiden Kulturstadien eines Stammes zu beobachten. So 
stieg die Toxizität des expontentiellen Wildtyps auf die Amöben von 12% (1 min 
Infektionsdauer) auf 31,3% (120 min Infektion). Nach 1min Infektion mit stationären 
Kulturen des Wildtyps konnte ein toxischer Effekt von 17,3% beobachtet werden, der auf 
37,5% nach 120 min Versuchsdauer anstieg. Bei Infektion mit der Pad-Mutante wurde ein 
toxischer Effekt von 3,9% (exponentielle Kultur) nach einer Infektionsdauer von 1 min 
berechnet, der auf 25,4% anstieg (120 min). Stationäre Kulturen von CP7 führten zu 13,7% 





















3.13 Rezeptoren an der Wirtszelle  
Um den möglichen Rezeptor für Pad auf der Wirtszelloberfläche zu finden, wurde A. 
castellanii mit einem MOI 50 infiziert. Statt des Gentamycinschritts zur Abtötung aller 
extrazellulären Bakterien wurde die Infektion zu früheren Zeitpunkten, nämlich nach 5, 15 
bzw. 30 min nach Zugabe der Bakterien, durch Zugabe von eiskaltem Stopppuffer beendet. 
Die Proteine der zuvor lysierten Amöben wurden durch Zentrifugation von den Zelltrümmern 
getrennt und im SDS-Page mit dem anti-Phosphothyrosin-Antikörper RC20-HRPO analysiert. 
Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung dargstellt.               
Abbildung 3.37: Westernblot mit Mak RC20-HRPO von Proteinlysaten infizierter Amöben. (1) Marker; (2) 
L.pneumophila Stamm Corby 5min  Infektionsdauer; (3) uninfizierte Kontrolle 5min inf.; (4) L. pneumophila 
Stamm Corby CP7 5min inf.; (5) L.pneumophila Stamm Corby 15min inf.; (6) L. pneumophila Stamm Corby 
CP7 15min inf.; (7) uninfizierte Kontrolle 30min inf.; (8) L. pneumophila Stamm Corby 30min inf.; (9) 
L.pneumophila Stamm Corby CP7 30min inf.; (10) Marker   
Dabei wurden Phosphorylierungscluster bei 22, 34, 40, 45, 48-53 kDa beobachtet. Nach einer 
Infektionsdauer von 5 min (Spuren 2 - 4) wurden kaum Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Stämmen beobachtet. Einzig die Bande bei 45 kDa war bei der Mutante CP7 
deutlich schwächer als bei der uninfizierten Kontrolle und den Wildtyp-infizierten Amöben. 
Nach 15 min (Spur 5 + 6) gab es überhaupt keine Unterschiede in den Bandenmustern. Nach 
einer Infektionszeit von 30 min (Spuren 7 - 9) ist die Bande bei ca. 34 kDa der uninfizierten 
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4 Diskussion   
Bei dem 16 kDa großen Protein Pad handelt es sich um einen Adhärenzfaktor, der an der 
Interaktion zwischen L. pneumophila und dem natürlichen Wirt A. castellanii beteiligt ist. 
Dies konnte durch vergleichende Infektionsversuche mit dem Wildtyp L. pneumophila Stamm 
Corby und der Pad-negativen Mutante L. pneumophila Stamm Corby CP7 belegt werden 
(STEUDEL, 2001). Nach Wildtyplocus-Komplementierung wurde die Mutation vollständig 
behoben. Zur Charakterisierung stehen sieben monoklonale Antikörper und ein polyklonales 
Antiserum gegen Pad zur Verfügung. Mit dem in dieser Arbeit erzeugten Antikörper 83-1 
wurde ein weiterer Antikörper gegen das Protein gewonnen (Kapitel 3.8).  
Nach dem Proteinblast (NCBI) der Wildtypsequenz des Proteins von L.pneumophila Stamm 
Corby besteht 96% Homologie zu den Stämmen L. pneumophila Paris (ass. YP-123998), 
Lens (ass. YP-095742) (CAZALET ET AL., 2004) bzw. Philadelphia 1 (ass.YP-127013) (CHIEN 
ET AL., 2004). Der Vergleich der Sequenzen ist in der Abbildung 4.1 dargestellt.     
Abbildung 4.1: Vergleich der Wildtypsequenzen von L. pneumophila Stamm Corby mit den Sequenzen von L. 
pneumophila Stamm Lens, L. pneumophila Stamm Paris und L. pneumophila Stamm Philadelphia     
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35% Homologie ist für ein Exoprotein von Yersinia bercovieri ATCC 43970 (ass. ZP-
00821912; NCBI, unpublished) zu finden, einem Protein, welches an der Adhärenz beteiligt 
zu sein scheint. In der vorliegenden Arbeit wurde das Protein Pad aus L. pneumophila 
funktionell und molekular charakterisiert.   
4.1 Funktionale Charakterisierung von Pad  
Bakterien reagieren auf Veränderungen in ihrem Umgebungsmedium durch eine gezielte 
Regulation unterschiedlicher Proteine. Entscheidend für das Umschalten in der Bakterienzelle 
sind verschiedene Regulatorproteine. Beispielsweise werden in der postexponentiellen Phase 
Gene der Transmission (fliA, flaA, mip) durch das Regulatorprotein RpoS induziert. Dies sind 
Proteine, welche die Bakterien auf einen Umzug in einen neuen Phagozyten vorbereiten 
(BACHMANN AND SWANSON, 2001; BACHMANN AND SWANSON, 2004A; SWANSON AND 
BACHMANN, 2002). Außerdem reguliert RpoS die Expression von icm/dot-Genen, welche an 
der intrazellulären Vermehrung beteiligt sind.  
Bei eintretendem Aminosäuremangel in der Replikationsvakuole aktiviert u.a. das ribosomen-
assoziierte Enzym RelA den second-messenger ppGpp (Guanosin-5´-diphosphat-3´-
diphosphat). Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutation in relA zu einem Absinken des 
ppGpp-Levels führt, was z.B. eine deutlich reduzierte Pigmentbildung und eine fehlende 
Flagellenexpression zur Folge hat (ZUSMAN ET AL., 2002). Nach den bisherigen Ergebnissen 
wird angenommen, dass ppGpp den Wechsel in die stationäre Phase und das Überleben in der 
Wirtzelle absichert (HAMMER AND SWANSON, 1999).  
Durch HEUNER ET AL. (1995) ist die Flagellenexpression als temperaturregulierter Prozeß 
beschrieben. Es scheint einen Zusammenhang zwischen der Temperatur und der Virulenz zu 
geben. So zeigt sich ein deutlicher Anstieg in der Pilus-Ausbildung beim Vergleich von 30°C 
und 37°C Kulturen mit ansteigender Temperatur (LILES ET AL., 1998). Höhere pilD-
Transkriptionen waren bei einem Anstieg der Kultivierungstemperatur von 17°C auf 30°C zu 
beobachten (SÖDERBERG ET AL., 2006). Auch eine der extrazellulären Legionella-Proteasen 
arbeitet bei Temperaturen bis maximal 45°C optimal (THOMPSON ET AL., 1981).  
In Kapitel 3.1 wurden die Infektionsraten bei drei verschiedenen Temperaturen in 
Abhängigkeit von der Expression des Proteins untersucht. Dabei wurden signifikante 
Unterschiede zwischen 25°C und 30°C bzw. 25°C und 37°C, jedoch keine zwischen 30°C 
und 37°C festgestellt. Dagegen stehen die Ergebnisse einer anderen Arbeit, in der durch RT-




(STEUDEL, 2001). Deswegen sind die Unterschiede wahrscheinlich eher darauf zurück 
zuführen, dass bei steigender Temperatur der gesamte Infektionsapparat optimaler arbeitet. 
Was jedoch bei diesem Versuch beobachtet wurde, war die Signifikanz in Abhängigkeit von 
der Wachstumsphase der Kulturen. Sowohl der Wildtyp als auch die Komplementante 
unterschieden sich signifikant, wenn die exponentiellen und stationäre-Phase-Kulturen eines 
Stammes verglichen wurden. Es ist bekannt, das die Virulenz der Legionellen maßgeblich 
durch die Wachstumsphase der Kultur und durch die vorherrschenden Nährstoffbedingungen 
bestimmt wird. Wie bereits erwähnt sind exponentielle Phase-Kulturen (EP) salz-sensitiv, 
weder beweglich noch zytotoxisch - also nicht virulent. Nach Erreichen der post-
exponentiellen Phase (PE) kommt es zu einem veränderten Expressionsmuster. Virulenz-
assoziierte Eigenschaften wie Salztoleranz, Beweglichkeit und Zytotoxizität überwiegen 
(BYRNE AND SWANSON, 1998). Wie u.a. Leishmania ssp. und C. burnetii verfolgt auch L. 
pneumophila einen solchen biphasischen Lebenszyklus.  
Das Umschalten erfolgt über Regulatorproteine, welche virulenzbeteiligte Gene bei Bedarf 
an- und abschalten. Einige dieser virulenzbeteiligten Gene werden durch das small RNA 
binding Protein RsmA (CsrA) kontrolliert. So konnte durch eine CsrA-negative Mutante die 
Beteiligung an der Regulation beim Umschalten von der replikativen Phase in die virulente 
Form nachgewiesen werden (FORSBACH-BIRK ET AL., 2004).  
Für die meisten gram-negativen Bakterien ist ein GacS/GacA-Komplex als 
Regulationssystem beschrieben, so u.a. für Salmonella enterica (SirA) und Pseudomonas 
aeruginosa (PAO) (GOODIER AND AHMER, 2001; HEEB AND HAAS, 2001; REIMANN ET AL., 
1997). Für L. pneumophila ist das GacA-Homolog LetA beschrieben (LYNCH ET AL., 2003). 
Dieses Zwei-Komponenten-System wird durch abiotische (pH, Temp., Osmolarität) oder 
biotische Signale (wirtzelleigene Signale, bakterienkulturabhängig) aktiviert, wobei die durch 
Autophosphorylierung stimulierte Sensor Kinase GacS die Expression des global activator 
GacA auslöst. Dieser kontrolliert die Produktion von Sekundärmetaboliten und 
extrazellulären Enzymen, die an der Pathogenität und Stresstoleranz beteiligt sind. Bisher 
wurden alle GacA-Homologe mit einer Virulenzbeteiligung in Verbindung gebracht. Dem 
GacA-Homolog VarA von V. cholerae wird eine Beteiligung an der Toxinbildung 
zugeschrieben (WONG ET AL., 1998).  
Eine Mutation im Bereich des Zwei-Komponenten-Systems LetS/LetA von L. pneumophila 
führt zu einer Abnahme virulenter Eigenschaften, weil wichtige Virulenzfaktoren wie etwa 




A, die Lysophospholipase A und eine Acetyltransferase sind durch LetA reguliert (BROICH ET 
AL., 2006).  
Laut Untersuchung von 48 h gewachsenen Kulturen auf RNA-Ebene gibt es keinen Einfluss 
der Wachstumsbedingungen auf die Expression von pad (STEUDEL, 2001). Auf Proteinebene 
konnte ebenfalls kein Einfluss festgestellt werden. Sowohl in extrazellulär als auch 
intrazellulär gewachsenen Gesamtzelllysaten konnte das Protein nachgewiesen werden. Eine 
mögliche Erklärung hierfür liegt darin, dass die Kulturen überhaupt nicht bis zum Eintritt in 
die virulente Phase kultiviert wurden. Da dies den Zeitpunkt darstellt, in dem sich das 
Bakterium auf den Kontakt mit einer Wirtszelle einstellt, ist ein Anstieg der Expression von 
Pad in der späten exponentiellen bzw. stationären Phase zu erwarten gewesen, da Pad an der 
Adhärenz an die zu infizierenden Wirtszellen beteiligt ist.  
Dies konnte durch die Ergebnisse des ELISA`s, der mit bis zur stationären Phase kultivierten 
Stämmen (Kapitel 3.2) durchgeführt wurde, bestätigt werden. Dazu wurden der 
Wildtypstamm L. pneumophila JR32 und die GacA (LetA)-negative Mutante JR32 gac-
verwendet. Ihre Mutation ist in der plasmidkomplementierten Mutante JR32 gac- pMMB207 
gac+ wieder vollständig behoben. Die eher geringen Expressionen des mip bis zu einer 
Extinktion von max. 2,0 müssen der schlecht reagierenden Charge des damals zur Verfügung 
stehenden Antikörpers 22-1 zugeschrieben werden. Die Extinktionen stiegen schlagartig in 
der PE-Phase, also zwischen 24 und 30 Stunden, an. Diese Beobachtung spricht dafür, dass es 
zu einer Umwandlung der Bakterien vom replikativen Stadium in den virulenten Typ kommt. 
Davon ausgehend, dass GacA ein Regulatorprotein für Virulenzeigenschaften ist, war auch 
eine Flagellenproduktion in der exponentiellen Phase durch die Gac--Mutante zu erwarten 
gewesen. Da dies nicht erfolgte, kann vermutet werden, dass die Flagellenproduktion einem 
anderen Regulator unterliegt.  
Bei der Untersuchung mit Mak 61-1 zeigte der Wildtyp und die Komplementante eine 
Expression von Pad wie erwartet in der späten PE bzw. in der stationären Phase, wenn es zu 
einem Wechsel in den virulenten Typ kommt. Im Unterschied dazu zeigten die Gac (Let)-
negative Mutante und der Mutanten-komplementierte Vektor von Beginn an des Versuchs 
eine sehr hohe Expression von Pad, die fast über den gesamten Untersuchungszeitraum 
erhalten blieb. Diese Beobachtung liefert erste Beweise, dass pad durch das LetS/LetA-
System reguliert ist.  
Als häufigster Verursacher nach einer Legionellenpneumonie ist L. pneumophila Serogruppe 
1 nachzuweisen. Aber auch andere Serogruppen bzw. andere, non-pneumophila, Legionellen 




der Serogruppen 6 Stamm L. pneumophila WH88 und der Serogruppen 10 Stamm L. 
pneumophila WH89 eingesetzt. Das Mutationsplasmid wurde in kompetente Zellen dieser 
beiden Stämme elektroporiert und potentielle Nullmutanten des Proteins gewonnen. Sowohl 
in der PCR als auch im Southernblot wurde der korrekte Einbau des mutierten Bereiches 
nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.3). Der ELISA ergab jeweils eine vollständige 
Expressionsunterdrückung der drei Klone im Vergleich zu den beiden Wildtypen. Die 
Infektionsergebnisse zeigten einen signifikanten Unterschied aller Mutanten im Vergleich 
zum Wildtyp zu Beginn der Infektion. Im weiteren Verlauf der Versuche replizierten sich die 
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp stärker, so dass zum Versuchsende fast ähnliche 
intrazelluläre Zahlen an Bakterien zu beobachten waren. Diese Ergebnisse lassen die 
Schlussfolgerung zu, dass Pad auschließlich in der frühen Phase des Infektionsgeschehens 
involviert ist.  
Im Vergleich der beiden Stämme zum Serogruppe 1 Stamm (Corby) wurde eine schlechtere 
intrazelluläre Vermehrung beobachtet. Eine mögliche Erklärung ist, dass der Serogruppen 1 
Stamm besser an die Wirtszellen angepasst und virulenter ist. Dies würde erklären, warum 
diese Serogruppe in ca. 90% aller Legionella-Pneumonien als Erreger isoliert wird. 
Wichtige Virulenzfaktoren von L. pneumophila sind u.a. das Momp, Mip, Hsp60, PilD, 
TypIV Pili, Flagellen und das Icm/Dot-System (ABU KWAIK ET AL., 1997; ARAGON ET AL., 
2000; BERGER ET AL., 1994; CIANCIOTTO ET AL., 1990; HEUNER ET AL., 1995; HOFFMAN ET AL., 
1992B; LILES ET AL., 1998; ROSSIER ET AL., 2004; ROSSIER AND CIANCIOTTO, 2005; ZINK ET 
AL., 2002). Das in dieser Arbeit untersuchte Protein Pad ist ausschließlich in der Spezies L. 
pneumophila, jedoch in keiner non-pneumophila-Spezies nachweisbar. Die Analyse KpnI
restringierter DNA mit einer spezifischen Sonde von Pad im Southernblot zeigte keine Bande 
bei den untersuchten non-pneumophila Spezies. Selbst innerhalb der verschiedenen 
Serogruppen von L. pneumophila wurden unterschiedlich große Fragmente gefunden 
(STEUDEL, 2001). Non-pneumophila Spezies sind weniger virulent und müssen daher andere 
Strategien bei der Infektion verfolgen (JOSHI AND SWANSON, 1999).  
In dieser Arbeit wurde das wildtypkodierende Plasmid in fünf ausgewählte non-pneumophila 
Stämme elektroporiert und das Aufnahmeverhalten der Pad-komplementierten 
Transformanten im Vergleich zum Wildtyp überprüft. Zuvor wurden diese im ELISA getestet, 
keine Expression von Pad wurde bei den fünf Wildtypen gemessen (vgl. Abbildung 3.12). 
Dagegen ist eine deutliche Expression in den plasmid-komplementierten Klonen zu erkennen. 
Die Infektionsergebnisse des Zellkulturversuches mit A. castellanii ließen teils signifikant 




auch die zuvor durchgeführte mikroskopische Kontrolle erwarten ließ. Die Aufnahmeraten 
der Transformanten und des Wildtyps entsprachen in etwa denen von L. pneumophila Stamm 
Corby bzw. der Mutante CP7 bei einer Infektionstemperatur von 37°C. Die intrazelluläre 
Vermehrungsfähigkeit der non-pneumophila-Spezies ist insgesamt gesehen schlechter als bei 
L. pneumophila, was wiederrum zum einen dafür spricht, dass Pad nur am initialen Kontakt 
beteiligt ist und zum anderen, dass eben allgemein die non-pneumophila-Spezies nicht in 
solch einem Maße virulent sind wie L. pneumophila.    
4.2 Epitop- Ermittlung von Pad   
Hat man einen Antikörper gegen das Protein gewonnen, ist es hilfreich, die Bindungsstellen 
des spezifischen Antikörpers zu kennen. Antikörper gehören zur Gruppe der Immunglobuline 
(Ig), die eine typische Y-Form haben. Ein Antikörper ist aus vier Polypeptidketten aufgebaut, 
wobei die zwei leichteren L-Ketten über inter- und intramolekulare Disulfidbrücken an die 
zwei schwereren H-Ketten gebunden sind. Dabei besitzt jede dieser Ketten eine konstante 
carboxyterminale C- und eine variable aminoterminale V-Region. Die konstante C-Region der 
H-Kette setzt sich aus drei Domänen (CH1-CH3), die L-Kette aus nur einer Domäne 
zusammen. Die V-Region ist in drei hypervariable complementarity determining regions , 
sogenannten CDR`s, unterteilt. Die antigene Bindungstelle (Paratop) eines Antikörpers 
entsteht durch nichtkovalente Bindung einer CDR der H- und einer CDR der L-Kette, die C-
Region ist nicht an der Bindung beteiligt. Die Antigen-Spezifität eines Antikörpers wird 
durch die Aminosäuresequenz der CDR`s bestimmt (JONES ET AL., 1986). Die genaue Stelle, 
an die der Antikörper bindet, heißt Epitop. Die Verbindung von Epitop und Paratop wird 
durch elektrostatische Kräfte, hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbrücken und van 
der Waals-Kräfte stabilisiert. Dabei sind die Einzelkräfte recht schwach und reversibel, in der 
Summe gesehen können jedoch recht starke Bindungskräfte auftreten. Nur Haptene (meist im 
Labor hergestellte künstliche Antigene) sind monovalent. In der Natur gibt es fast keine 
monomeren Antigene. In der Regel ist ein Epitop sechs bis acht Aminosäuren lang, obwohl 
auch Epitope beschrieben sind, die fünfzehn Aminosäuren umfassen (CORTESE ET AL., 1994). 
Zur Ermittlung eines Epitops stehen verschiedene Methoden zur Verfügung. Durch chemische 
und proteolytische Spaltung wird das Antigen geteilt und die Fragmente im ELISA auf ihre 
Antikörperbindungsfähigkeit überprüft (MAZZONI ET AL., 1996; MORRIS, 1996A). Auch eine 




z.B. mit einem Virus unter Zugabe eines neutralisierenden Antikörpers infiziert werden. Die 
Varianten des Antigens, die der Neutralisierung entkommen, lassen sich anzüchten und 
können auf Abweichungen gegenüber der Wildtypsequenz untersucht werden (MORRIS, 
1996B). Auch die Proteolyse eines Ag-Ak-Komplexes ist möglich, da die antigenbindende 
Domäne des Antikörpers resistent gegenüber einer Proteolyse ist (JEMMERSON, 1996). Eine 
Methode ist der Antikörperbindungstest an einer Peptidspotmembran. Dazu werden künstlich 
erzeugte Peptide, die sich um jeweils eine Aminosäure überlappen, auf eine Membran 
gespottet und der Antikörper auf seine Bindung hin untersucht.  
Für Pad wurden drei putative Epitope mittels dieser Methode ermittelt (STEUDEL, 2001). 
Eindeutig konnte ein Epitop in der putativen Signalsequenz von as11 bis as20 mit allen sechs 
Antikörpern (61-1 bis 61-6) und dem polyklonalen Antiserum ermittelt werden. 
Widersprüchlich war allerdings die Reaktion des aufgereinigten Histidin-Anker-Konstrukts, 
welches trotzdem mit dem Antikörper spezifisch im Immunoblot reagierte, obwohl es 
möglicherweise die entsprechende Sequenz nicht mehr besitzt. Computeranalysen und die 
Expression in E. coli zeigten einen Spalt an Aminosäure 23. Es wurde damals nicht 
untersucht, ob dieser Effekt auch in L. pneumophila zu beobachten ist. Jedoch ließ sich 
vermuten, dass noch ein oder mehr Epitope für das Protein zu erwarten sind.  
Der Peptidspot zeigte für den Antikörper 61-7 ein Epitop im hinteren Bereich von ORF P16, 
nämlich von as107 bis as116. Mit dem polyklonalen Antiserum konnte ebenso ein weiteres 
putatives Epitop ermittelt werden, welches im Bereich von as55 bis as63 liegt. Auf Grund der 
uneindeutigen Ergebnisse des Peptidspottings wurde in dieser Arbeit mit der Peptide-Display-
Technik nach dem zweiten oder vielleicht auch dritten Epitop gesucht. Mit dieser Methode 
waren schon einige Epitope zu ermitteln (BIRKENMEIER ET AL., 1997; DORE ET AL., 1998; 
JELLIS ET AL., 1993; OSMANN ET AL., 1998; ROWLEY ET AL., 2000). Sie basiert auf dem Prinzip, 
dass kurze Peptidsequenzen durch aminoterminale Fusion an Hüllproteine eines 
Bakteriophagen gebunden, in die DNA ohne Funktionsbeeinträchtigung eingebaut und so an 
der Oberfläche in einem Hüllprotein präsentiert werden (SMITH, 1985; SWANSON, 1999). 
Heutzutage werden solche Peptidbibliotheken mittels molekularbiologischer Methoden 
hergestellt und in Phagen kloniert. In dieser Arbeit wurden die zwei Phagenbibliotheken 
FliTrx Random Peptide Display Library (Invitrogen) und die Ph.D.-7 Phage Display Peptide 
Library (NEB) zur Ermittlung der Epitope von Pad verwendet. Der von Steudel gewonnene 
und im Peptidspot eingesetzte Antikörper 61-7 stand für die Phagen-Display-Methode nicht 
mehr zur Verfügung. Deshalb wurde nochmals eine Maus mit dem aufgereinigten Protein 




gleiche Epitop binden wie der Antikörper 61-7. Der gewonnene Antikörper 83-1 entspricht 
jedoch dem Antikörper 61-1. Auf Grund dessen wurde nur der Antikörper 61-1 mittels 
Phagen Display Technik untersucht. 
Unabhängig voneinander wurden mit beiden Phagenbibliotheken zwei identische putative 
Epitope ermittelt (siehe Abbildung 3.25). Eines davon liegt eher im vorderen Bereich des 
OrfP16 an Position as39 as49 (L1). Ein zweites mögliches Epitop, als L2/C3 bezeichnet, 
wurde mit beiden Systemen von as106 bis as117 gefunden. Da dieses mit dem mittels 
Peptidspotting von Mak 61-7 ermittelte Epitop übereinstimmt, könnte es sich tatsächlich um 
das zweite gesuchte Epitop handeln. Warum das Epitop C1 mittels der Phagenbibliotheken 
nicht gefunden wurde, kann nicht erklärt werden. Möglicherweise war bei beiden Versuchen 
die Bindung des Epitops im hinteren Bereich stärker als das in der Signalsequenz liegende 
Epitop. Das widerspricht jedoch den Vermutungen von Steudel, da dort anscheinend Epitop 
C1 dominanter war, so dass das Epitop L2/C3 nur mit Mak 61-7 ermittelt wurde.  
Die Phagen-Display-Technik ist zwar eine geeignete Methode zur Epitopermittlung, jedoch 
sollten die gefundenen putativen Epitope z.B. per Mutation bestätigt werden.  
Durch Einfügen von Mutationen kann die Funktion eines Proteins genau bestimmt werden, 
indem die Mutanten auf ihre Bindungsfähigkeit untersucht werden. So wurde u.a. die Region 
des Mip lokalisiert, welche für die PPIase-Aktivität zuständig ist (LUDWIG ET AL., 1994). 
Deshalb sollten die ermittelten zwei oder drei putativen Epitope durch Einfügen von 
Mutationen bestätigen werden, indem die gewonnenen Mutanten im Hinblick auf ihre 
Bindungs(un)fähigkeit an den Antikörper mittels ELISA und/oder Kolonieblot überprüft 
werden. Alle zehn Aminosäuren des ersten Epitops wurde mittels site-spezifischer Mutation 
gegen eine andere Aminosäure ausgetauscht. Für die Antigen-Antikörper-Bindung ist es 
wichtig, dass sich die passenden Atomgruppen genau gegenüberstehen. Im Falle einer 
Überlappung der Ag- bzw. Ak-Elektronenwolken können sterische Abstoßungskräfte 
auftreten, welche die Bindungsenergie herabsetzen können. Um diesen Umstand zu fördern, 
wurden die Basenaustausche so gewählt, das eine gänzlich andere Aminosäuregruppe kodiert 
wurde.  
Die Ergebnisse des durchgeführten ELISA`s ergaben eine eingeschränkte Bindungsfähigkeit 
bei vier der zehn Mutanten. Der Austausch von Leu11 zu His11, von Phe15 zu Leu15, von Gly18 
zu Arg18 bzw. von Pro20 zu Ser20 führte zu keiner bzw. zu einer reduzierten 
Bindungsfähigkeit. Die anderen Aminosäuresubstitutionen zeigten keinen Einfluss. Es ist aber 
nicht davon auszugehen, dass alle Aminosäuren eines Epitops direkt an der Bindung beteiligt 




Corby und die Testung der Legionella-Mutanten im Infektionsversuch einen Aufschluß dieser 
Fragstellung bringen.  
Als weitere Methode zum Einfügen von Mutationen wurde in dieser Arbeit die Genemorph II 
EZ Clone Mutagenese, mit der beliebig viele Zufallsmutationen in ein ausgewähltes Fragment 
eingebaut werden können, angewendet. Die insgesamt 23 gewonnen Klone zeigten keine, eine 
oder zwei Mutationen im untersuchten Bereich. Nur bei wenigen Klonen waren die 
Mutationen in einem der putativen Epitope zu finden. Einer dieser ist Klon 4(2), bei dem statt 
des Phenylalanins20 im Epitop C1 ein Arginin synthetisiert wird. Des Weiteren wurde die 
Mutante 7(7) isoliert, die nicht mehr mit dem Antikörper binden kann. Ersterer entspricht 
seiner Aminosäuresequenz nach der site-spezifischen Mutante pLI-Ser20. Wie diese kann auch 
der Klon 4(2) noch mit Mak 61-1 reagieren. Die Mutation bei Klon 7(7) befindet sich genau 
in dem Epitop L1. Es kann aber keine Aussage getroffen werden, ob die ausbleibende 
Bindung tatsächlich auf die Mutation zurückführbar ist. Letztendlich ist keine Aussage über 
mögliche Epitope mittels dieser Methode zu treffen. Das Einfügen von Zufallsmutationen in 
einem so umfangreichen Bereich wie ORF P16 ist nicht geeignet, sondern kann maximal zu 
einem Eingrenzen putativer Epitope dienen. Diese sollten jedoch auf jeden Fall durch site-
spezifische Mutation bestätigt werden. 
Auf Grund der Tatsache, das Epitop C1 mit sechs Antikörperklonen (Mak 61/1-61/6) und 
dem polyklonalen Antiserum lokalisiert wurde, ist davon auszugehen, dass es eines der 
gesuchten Epitope ist. Die Untersuchungen von site-spezifischen Mutanten in dieser Arbeit 
bestätigten diese Erkenntnis. Als weiteres Epitop ist das im hinteren Bereich liegende L2/C3 
wahrscheinlich, da dieses sowohl im Antikörperbindungtest mit Mak 61/7 als auch mit den 
zwei unterschiedlichen Phagenbibliotheken ermittelt wurde. Um gänzlich Aufschluss zu 
erhalten, sollte es mittels Gewinnung site-spezifischer Mutanten wie das Epitop C1 bestätigt 
werden.   
4.3 Lokalisation des Rezeptors auf der Wirtszelle  
Die Interaktion zwischen einem Bakterium und einer Wirtszelle hat umfangreiche Abläufe in 
beiden Zelltypen zur Folge. Der Austausch von Informationen mit dem Umgebungsmedium 
basiert auf einer Signaltransduktion durch eine Phosphorylierungskaskade sogenannter 
Signaltransduktionsproteine. Die eukaryotische Phosphorylierungskaskade erfolgt über Serin-
, Threonin- oder Tyrosin-Phosphorylierung. Als Beispiel für eine Serin-Phosphorylierung sei 




Infektion durch das Bakterien-LPS induziert wird (SHINOMIYA ET AL., 1991). Die Infektion 
von Monozyten mit virulenten L. pneumophila führt zu einem signifikanten Anstieg der 
Phosphorylierung verschiedener Tyrosin-Reste einiger Wirtsproteine, wobei dieser reversible 
Prozess nur bei Anwesenheit der Bakterien aufrechterhalten werden kann (COXON ET AL., 
1998). Die Autoren beobachteten 15 min nach Start der Infektion die Phosphorylierung eines 
jeweils 53, 56, 59, 71 bzw. 75 kDa großen Proteins.  
Die Infektion von Peritonealmakrophagen des speziellen A/J-Maus-Stammes durch virulente 
L. pneumophila führte zu Phosphorylierung eines 76 kDa großen Proteins, dessen Funktion 
nicht geklärt ist (YAMAMOTO ET AL., 1992). Andere Erreger, wie P. aeruginosa oder S. 
typhimurium, führten zu keiner Phosphorylierung dieses Proteins.  
Durch Infektionsversuche von Hartmanella vermiformis mit L. micdadei bzw. L. 
pneumophila wurden verschiedene Proteine phosphoryliert (ABU KWAIK ET AL., 1998). So 
wurde das anfangs beschriebene 170 kDa Gal/GalNAc- inhibierbare Lectin entdeckt, welches 
einer zeitabhängigen Dephosphorylierung unterlag. In Entamoeba histolytica konnte seine 
Adhärenzbeteiligung nachgewiesen werden, weshalb die Autoren die These aufstellten, dass 
es ebenso an der Adhärenz von Bakterien an H. vermiformis beteiligt ist. Des Weiteren 
wurden Dephosphorylierungsvorgänge an einem 55-, 69-, 155 und 200 kDa großen Protein 
beobachtet. Signaltransduktion wurde auch bei der Infektion von MRC-5 Zellen mit L. 
pneumophila gezeigt (SUSA AND MARRE, 1999). Im Gegensatz zu den uninfizierten 
Kontrollen, wo keine zeitabhängigen Phosphorylierungen zu beobachten waren, wurden mit 
zunehmender Inkubationszeit ringförmige Spots phosphorylierter Proteine in der Umgebung 
der Replikationsvakuole nachgewiesen. Diese Beobachtung war nach Infektion mit 
hitzeinaktivierten L. pneumophila bzw. E.coli nicht erkennbar.  
Die Ergebnisse der Infektionsversuche aus Kapitel 3.13 zeigten die Phosphorylierung von 
Proteinen zwischen 24 und 53 kDa an. Dabei wurde nach einer Infektionszeit von 5 min mit 
der Mutante CP7 eine schwächere Bande eines 45 kDa Proteins beobachtet, das 
Bandenmuster des Wildtyps entsprach der uninfizierten Kontrolle. Es ist zu vermuten, dass 
Pad an der Phosphorylierung dieses Proteins beteiligt und dieses gar ein Rezeptor auf der 
Wirtszelloberfläche ist. Dagegen spricht allerdings, dass auch bei der Kontrolle eine deutliche 
Bande in dieser Größe erkennbar ist. Ebenso wie nach 15 min Infektionsdauer konnten nach 
30 min keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der Mutante beobachtet werden. Dafür 
war eine 34 kDa-Bande der uninfizierten Kontrolle schwächer, was darauf hindeutet, dass 
dies auf jeden Fall ein Wirtszellprotein ist. Ob die anderen phosphorylierten Proteine vom 




Protein könnte es sich um das Legionella-Mip handeln, welches ebenfalls in frühe 
Infektionvorgänge eingreift. Die 48 kDa Bande könnte die Flagelle anzeigen. Von P. 
aeruginosa ist bekannt, dass sein Flagellenexpressionsgen phosphoryliert werden kann 
(KELLY-WINTERBERG ET AL., 1990). Eine Möglichkeit zur Klärung dieser Fragestellung wäre 
die Behandlung mit Cycloheximid. Dieses hemmt die eukaryotische Proteinsynthese, hat aber 
keinen Einfluss auf den Stoffwechsel und die Replikation der Bakterien. Damit könnte man 
die Wirtszellproteine unterdrücken und die Banden müssen bakteriellen Ursprungs sein. Auch 
ist eine Untersuchung der Infektionsansätze in einem 7% Gel durchzuführen, um größere 
Proteine, wie z.B. das 170 kDa-Lectin besser nachweisen zu können.  
4.4 Gibt es zytotoxische Effekte von Pad auf die Wirtszelle?  
Ein Anzeichen von Virulenz ist das Ausüben zytotoxischer Effekte durch ein Bakterium auf 
die befallene Zielzelle. Dies sollte in stationäre Phase-Kulturen vermehrt zu beobachten sein 
(BYRNE AND SWANSON, 1998). Eine Möglichkeit zur Bestimmung der Zytotoxizität ist die 
Ethidiumbromid-Methode (KIRBY AND ISBERG, 1998). Das Prinzip beruht auf der Infektion 
von Makrophagen mit unterschiedlichen MOI`s von L. pneumophila. Diese werden durch 
Zugabe eines spezifischen L. pneumophila Antiserums gefärbt und in einer PBS-
Ethidiumbromid-Acridin-Orange-Lösung entfärbt. Alle Zellen werden mit Acridin-Orange 
angefärbt, aber nur chromosomale DNA in zytotoxisch geschädigten Makrophagen wird 
durch Etbr in der Zelle markiert.  
Mit dem APT (amoebae plate test) ist ein weiteres Detektionssystem zur Ermittlung der 
Zytotoxizität etabliert. Diese wird durch Zugabe von Propidium-iodid (PI) ermittelt, welches 
nur tote Bakterien anfärbt (ALBERS ET AL., 2005).  
In der Literatur ist eine Zytoxizität von L. pneumophila auf U937-Zellen zwischen 70 - 100% 
in einem Zeitraum von 72 h beschrieben (ALLI ET AL., 2003). Die in der Studie untersuchten 
non-pneumophila Stämme führten zu deutlich geringeren zytotoxischen Effekten, in vier 
Fällen war überhaupt kein Effekt zu beobachten. Diese Ergebnisse beruhen auf der 
Umsetzung des Alamarblue-Substrates durch die intakte Atmungskette von Makrophagen 
oder Protozoen. 
Die Ergebnisse der Untersuchung zytotoxischer Effekte auf die Amöbenzellen in dieser 
Arbeit wurden mit dem Celltiterblue Cell Viability Test erzeugt. Dieses System basiert auf 
dem gleichen Prinzip wie der Alamar-Blue-Test, nämlich auf der Umsetzung eines 
bestimmten Stoffes durch die intakte Atmungskette der Amöben. Da eine Beteiligung von 




Infektionsgeschehen beschränkt. Die Kontrolle, hitze-abgetötete Bakterien, sollten kaum 
einen Effekt auf die Amöben haben.  
Während des gesamten Versuches wurde bei diesen eine Zytotoxizität zwischen ca. fünf und 
sieben Prozent beobachtet. Denkbar ist, dass in dem Amöbenmedium Stoffe enthalten sind, 
die einen vollständigen Umsatz des Substrats unterbinden. Eine weitere mögliche Erklärung 
wäre, dass die bloße Anwesenheit von Legionella-Peptiden den Stoffwechsel der Amöben 
stört. Der Versuch bestätigt, dass stationäre-Phase-Kulturen im Mittel 10% zytotoxischer sind 
als Bakterien in der exponentiellen Phase. Die teils sehr großen Standardabweichungen 
kamen vermutlich durch die Behandlung des Amöben während des Waschens zustande. 
Obwohl versucht wurde, möglichst schonend den bakterienhaltigen Überstand drei mal durch 
frisches Medium zu ersetzen, kann es sein, dass beim Pipettieren des sehr kleinen Volumens 
(100 l) unterschiedliche Mengen an intakte Amöben entfernt wurden.  
4.5 Die Bedeutung von Pad  
Die in der Arbeit gewonnen Ergebnisse der Infektionsversuche mit den Wildtypen und 
Mutanten von L.pneumophila und den non-pneumophila-Komplementanten belegen 
eindeutig, dass Pad an der Aufnahme in Acanthamoeba castellanii beteiligt, jedoch nicht 
essentiell ist. Außerdem wurde gezeigt, dass das Protein Pad nicht in Mechanismen der 
intrazellulären Replikation eingreift.  
Nach Infektion von A. castellanii mit icmT-Mutanten hat sich gezeigt, dass eher die 
Aufnahme und nicht die Adhärenz der entscheidende Schritt beim Infektionsgeschehen ist 
(HILBI ET AL., 2001). Gleiches gilt ebenso für die Infektion von H. vermiformis (FIELDS ET AL., 
1993). Da es aber ausschließlich von L. pneumophila exprimiert wird, scheint es zu den 
Proteinen zu gehören, die zu einen Selektionsvorteil für diese Spezies führten, was ihn zu dem 




5 Zusammenfassung  
In der vorliegenden Arbeit wurde das Pad-Protein von Legionella pneumophila mit zell- bzw. 
molekularbiologischen sowie immunochemischen Methoden charakterisiert. 
Mittels Einbau des mutierten Pad-Locus, kodiert auf dem Plasmid pCS-25, in das Genom der 
L. pneumophila Stämme WH88 (Serogruppen 6) bzw. WH89 (Serogruppe 10) wurden je drei 
Pad-negative Mutanten gewonnen. Mit Hilfe der PCR, des Southernblot bzw. ELISA wurde 
der korrekte Austausch der Wildtypsequenz gegen den mutierten Bereich des Proteins 
nachgewiesen. Die Infektionsversuche mit den Mutanten bestätigten die Vermutung, dass das 
Protein eine Rolle an der initialen Kontaktaufnahme von L. pneumophila in den natürlichen 
Wirt, A. castellanii, hat. Dabei wurden signifikant niedrigere Aufnahmeraten der Mutanten im 
Vergleich zu den beiden Wildtypen beobachtet. Durch Kultivierung und Infektion des 
Ursprungstammes L. pneumophila Corby, der pad-negativen Mutante CP7 und der Pad-
komplementierten Mutante bei 25°C, 30°C bzw. 37°C wurde der Einfluss der Temperatur auf 
die Funktion des Proteins untersucht. Die Ergebnisse zeigten dabei einen signifikanten 
Anstieg der Aufnahmeraten bei Vergleich von 25°C und 30°C bzw. 25°C und 37°C. Keine 
Signifikanz trat zwischen 30°C und 37°C auf. Ein zweiter Aspekt dieses Versuchs war die 
Prüfung der Infektionsrate in Abhängigkeit von der Proteinexpression unter dem Einfluss der 
Wachstumsphase. Dabei wurden durch vergleichende Infektion von A. castellanii mit 
exponentiellen (EP) bzw. stationäre Phase-Kulturen (SP) in diesem Versuch signifikante 
Unterschiede zwischen dem Wildtyp Corby und der Mutante CP7 bzw. zwischen der Mutante 
CP7 und der Pad+-Komplementante bei den jeweils untersuchten Temperaturen beobachtet. 
Keine signifikanten Unterschiede waren zwischen Wildtyp und Pad-Komplementante 
feststellbar.  
Zur Speziesübergreifenden Charakterisierung des Proteins Pad wurde das Wildtyplocus-
kodierende Plasmid (pCS31) in die fünf non-pneumophila Stämme L. parisiensis (H962); L. 
bozemanii (L99-343); L. bozemanii (Frankreich5); L. longbeachae (A46) und L. tauriniensis 
(Koper11) durch Elektroporation übertragen. Im anschließenden ELISA wurde die Expression 
des Proteins Pad in den komplementierten Transformanten nachgewiesen. Die 
Infektionsversuche ergaben überwiegend signifikant höhere Aufnahmeraten der Pad-
komplementierten Klone im Vergleich zu den Pad-negativen Wildtypen. Die 
Infektionsversuche zeigen, dass Pad nicht an der intrazellulären Replikation beteiligt ist. Die 
Ergebnisse der Infektionsversuche wurden parallel dazu durch mikroskopische Untersuchung 
intrazellulärer Bakterien bestätigt. Die Vermutung, dass die Expression von Pad als 




durch die Kultivierung über 6 Tage bis in die späte stationäre Phase bestätigt. Die Kulturen 
des L. pneumophila Stammes JR32 zeigen im ELISA mit dem Pad-spezifischen Antikörper 
61-1 ab der spätexponentiellen Phase (nach 24 Stunden) eine ansteigende Extinktion. Im 
Gegensatz dazu wurde für die GacA (LetA)-negative Mutante JR32gac- eine gleichbleibend 
hohe Expression des Proteins Pad über den gesamten Versuchszeitraum gemessen, was erste 
Hinweise liefert, dass Pad gacA bzw. letA-reguliert ist.     
Ein zellschädigender Einfluss der Bakterien auf die Atmungskette der Amöbenzelle zu frühen 
Zeitpunkten der Infektion (5, 30, 120 min) wurde mittels des Cell Titer Blue Cell Viability 
Assays festgestellt. Die Infektion mit hitzeabgetöteten Legionellen ergab dabei eine Toxizität 
unter 10 % bei allen drei untersuchten Zeitpunkten.  Nach Infektion mit EP- als auch mit SP-
Kulturen des Wildtyps Corby wurde eine maximale Toxizität zwischen 30 % und 40 % (120 
min) gemessen. Bei der Mutante wurde eine Toxizität von ca. 28% der SP-Kultur nach 120 
min Infektion beobachtet.   
Für die weiterführende Charakterisierung des Pad-Proteins wurde eine Maus mit dem 
rekombinanten Protein immunisiert. Dabei wurden zusätzlich zum vorhandenen Antikörper 
61-1 die Antikörper 83-1 und 83-2 gewonnen. Bei diesen handelt es sich um IgG-Antikörper. 
Die durchgeführten Tests lassen vermuten, dass es sich um, in der Reaktion von Mak 61-1, 
ähnliche Antikörper handelt. Zur strukturellen Analyse des Pad-Proteins wurde mit zwei 
unterschiedlichen Phagenbibliotheken nach möglichen Epitopen für den Pad-spezifischen 
Antikörper 61-1 gesucht. Dabei wurde unabhängig voneinander mit beiden Phagen-
Bibliotheken ein Epitop (L2) im C-terminalen Bereich ermittelt. Das Einfügen von 
Zufallsmutationen ließ keine Eingrenzung des Epitops zu. Da es jedoch dem, mit Mak 61-7 
im Peptidspotting von C. Steudel (2001) ermittelten, Epitop C3 entspricht, ist davon 
auszugehen, dass es sich tatsächlich um das zweite putative Epitop für den Antikörper 
handelt. Des Weiteren wurde mit beiden Phagen-Bibliotheken das Epitop (L1) lokalisiert. 
Eine Eingrenzung dieses Epitops mittels Einfügen von Zufallsmutanten war nicht möglich. 
Durch site-spezifische Mutation wurden alle Aminosäuren des Epitops C1  (STEUDEL, 2001) 
in der putativen Signalsequenz ausgetauscht. Bei Testung der Mutanten auf ihre 
Bindungsfähigkeit an den Antikörper 61-1 im ELISA konnte eine Beteiligung der 
Aminosäuren Leucin11, Phenylalanin15, Glycin18 und Prolin20 beobachtet werden. Die 
Ergebnisse bestätigen, dass Pad an frühen Phasen der Infektion von A.castellanii durch 
L.pneumophila beteiligt ist. Es ist zu vermuten, dass dieses Pad-Protein einen 
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22-1 1 2 3 4
h MW Stabw MW Stabw MW Stabw MW Stabw
0 0,057 0,089 0,163 0,015 0,194 0,011 0,121 0,038
2 0,176 0,098 0,125 0,035 0,061 0,003 0,074 0,042
6 0,077 0,094 0,060 0,034 0,061 0,014 0,001 0,006
11 0,111 0,074 0,040 0,001 0,111 0,028 0,046 0,063
24 0,217 0,033 0,148 0,006 0,152 0,025 0,083 0,115
30 0,874 0,056 0,352 0,011 0,810 0,028 0,065 0,117
48 0,515 0,153 1,030 0,057 1,056 0,105 0,538 0,063
54 0,892 0,041 1,537 0,053 1,829 0,025 1,398 0,221
72 0,506 0,026 0,843 0,222 1,144 0,084 1,218 0,374
78 0,716 0,122 1,206 0,096 1,309 0,022 1,363 0,221
96 0,274 0,062 0,735 0,121 0,900 0,045 1,737 0,147
122 0,308 0,074 0,804 0,031 0,373 0,012 1,146 0,083
144 0,489 0,019 0,920 0,044 0,494 0,189 1,225 0,186
7 Anhang   
Tabelle 7.1: Rohdaten Infektionsversuche bei 25, 30 und 37°C von L. pneumophila Stamm Corby,                     
L. pneumophila Stamm Corby CP7 und der  Komplementante L. pneumophila Stamm Corby + [pCS31 CFU7]  
(Kn)       
25°C         
30°C         
37°C    
Tabelle 7.2: Extinktion von Mak 22-1. Abgebildet sind die Mittelwerte aus der Doppelbestimmung und die 
Standardabweichungen                   
1...JR32;   2...JR32 gac- ;    3...JR32 gac- pMM207;   4...JR32 gac- pMM207gac+  
0 5 24 48 Stabw0h Stabw6h Stabw24h Stabw48h
Corby 2605 2003 93213 252100 639,9 1033,3 58904,6 126696,0
EP CP7 787 665 13833 35000 234,8 383,2 7315,9 23923,5
Kn 6470 3378 23350 24600 3248,1 3233,9 15254,8 14141,3
Corby 22400 31081 32825 429250 12644,8 25794,6 13419,7 358702,5
SP CP7 4099 3078 238850 468200 1745,1 1568,6 147609,1 276155,8
Kn 29245 28180 25563 349633 20201,2 17320,5 10522,6 137678,6
0 5 24 48 Stabw0h Stabw6h Stabw24h Stabw48h
Corby 2311 1483 12000 62675 617,4 1044,8 3319,1 47216,3
EP CP7 1295 793 6400 13485 493,4 366,3 5229,4 7577,3
Kn 1817 1560 17933 234340 749,9 1474,8 5272,1 116349,3
Corby 45700 5300 284000 1363000 15049,7 1964,7 71348,9 641318,4
SP CP7 11653 3053 120400 154167 4674,9 1988,6 34293,8 15449,7
Kn 47733 5798 14350 350933 8149,3 4387,3 5452,6 240149,6
0 5 24 48 Stabw0h Stabw6h Stabw24h Stabw48h
Corby 3728 5133 4317 38067 1217,9 3147,3 1575,3 28525,1
EP CP7 242 933 2007 1143 76,7 609,7 960,1 492,9
Kn 2657 2222 1167 3800,0 968,4 1203,6 882,4 2198,2
Corby 6402 1970 25650 45267 1612,4 1647,9 17661,0 39216,7
SP CP7 2350 1717 1233 12240 1612,4 1647,9 777,5 8372,4




Tabelle 7.3: Extinktion von Mak 48-6  
Tabelle 7.4: Extinktion von Mak 61-1   
Tabelle 7.5: Expressionskontrolle mittels Elisa von Pad in L.pneumophila Stamm WH88/WH89 und den sechs 
Klonen L.pneumophila Stamm WH88 [pCS25- K2], L.pneumophila Stamm WH88 [pCS25- K6] und 
L.pneumophila Stamm WH88 [pCS25- K8] bzw. L.pneumophila Stamm WH89 [pCS25- K5], L.pneumophila 
Stamm WH89 [pCS25- K6] und L.pneumophila Stamm WH89 [pCS25- K7].    
48-6 1 2 3 4
h MW Stabw MW Stabw MW Stabw MW Stabw
0 0,324 0,140 0,232 0,131 0,181 0,072 0,126 0,077
2 0,122 0,023 0,072 0,069 0,071 0,002 0,037 0,049
6 0,104 0,025 0,064 0,056 0,060 0,006 0,033 0,038
11 0,346 0,252 0,299 0,066 0,183 0,165 0,174 0,013
24 3,508 0,817 2,163 1,903 2,033 0,184 1,108 1,307
30 3,940 0,447 2,193 2,470 2,332 0,196 1,264 1,510
48 1,171 0,138 0,654 0,731 0,693 0,054 0,373 0,452
54 1,549 0,177 0,863 0,970 0,917 0,076 0,496 0,594
72 1,429 0,101 0,765 0,939 0,852 0,123 0,487 0,515
78 1,519 0,144 0,831 0,972 0,902 0,100 0,501 0,567
96 0,751 0,112 0,431 0,452 0,442 0,014 0,228 0,302
122 0,495 0,007 0,251 0,345 0,298 0,066 0,182 0,164
144 0,488 0,111 0,299 0,267 0,283 0,023 0,153 0,184
61-1 1 2 3 4
h MW Stabw MW Stabw MW Stabw MW Stabw
0 0,183 0,082 2,233 0,415 3,713 0,345 0,363 0,054
2 0,085 0,021 1,717 0,025 1,720 0,424 0,212 0,140
6 0,179 0,104 1,366 0,004 1,702 0,109 0,062 0,075
11 0,614 0,028 1,043 0,119 1,319 0,031 0,101 0,087
24 1,531 0,056 1,436 0,243 2,692 0,681 0,182 0,098
30 4,057 0,222 3,422 0,395 4,030 0,077 0,221 0,295
48 1,599 0,133 4,057 0,132 4,390 0,350 2,610 0,287
54 1,657 0,235 4,207 0,063 4,397 0,185 3,814 0,164
72 0,864 0,106 3,884 0,286 3,885 0,271 2,163 0,399
78 0,884 0,055 4,162 0,141 4,035 0,103 1,492 0,114
96 0,664 0,049 3,923 0,111 3,828 0,178 2,989 0,212
122 0,259 0,078 1,849 0,418 1,657 0,557 0,712 0,428
144 0,358 0,020 1,322 0,056 0,613 0,146 0,777 0,163
22-1 61-1
22-1 61-1 Stabw Stabw
Corby 2,757 2,036 0,121 0,683
CP7 2,151 0,059 0,188 0,029
WH88-WT 1,711 1,204 0,104 0,273
WH88-K2 2,136 0,042 0,038 0,017
WH88-K6 2,087 0,040 0,036 0,005
WH88-K7 1,646 0,018 0,148 0,004
WH88-K8 1,731 0,031 0,059 0,008
WH89-WT 2,640 1,399 0,131 0,209
WH89-K5 1,512 0,020 0,149 0,004
WH89-K6 0,504 0,006 0,293 0,003




Tabelle 7.6: Infektionsversuche mit L.pneumophila Stamm WH88 und den drei Klonen  L.pneumophila Stamm 
WH88 [pCS25- K2], L.pneumophila Stamm WH88 [pCS25- K6] und L.pneumophila Stamm WH88 [pCS25- 
K8]. Dargestellt sind die Cfu/ml nach 0, 4, 24 und 48h. Dieser Wert wurde aus 4 Einzelversuchen 
zusammengefasst und die Abweichungen in der Standardabweichung festgehalten.    
Tabelle 7.7: Infektionsversuche mit L.pneumophila Stamm WH89 und den drei Klonen  L.pneumophila Stamm 
WH89 [pCS25- K5], L.pneumophila Stamm WH89 [pCS25- K6] und L.pneumophila Stamm WH89 [pCS25- 
K7]. Dargestellt sind die Cfu/ml nach 0, 4, 24 und 48h. Dieser Wert wurde aus 4 Einzelversuchen 
zusammengefasst und die Abweichungen in der Standardabweichung festgehalten.           
Stamm Zeit CFU/ml Stabw
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Stamm Klon 22-1 61-1 Stabw22-1 Stabw-61-1
Corby 0,613 0,334 0,128 0,026
Frankreich5 Wildtyp 0,52 0,005 0,046 0,004
1 0,941 0,933 0,039 0,002
2 0,941 0,946 0,006 0,019
3 0,925 0,923 0,035 0,017
4 0,953 0,918 0,007 0,014
5 0,921 0,971 0,038 0,006
6 0,863 0,971 0,164 0,005
7 0,952 0,939 0,064 0,023
8 0,969 0,710 0,003 0,042
Infektionsversuche L. bozemanii Stamm Frankreich 5     
Tabelle 7.8: Extinktion von Mak 22-1 und Mak 61-1 im Elisa nach Elektroporation mit dem Plasmid pCS31                 
Tabelle 7.9: Ergebnisse der Infektion von A.castellanii mit L. bozemanii Stamm Frankreich 5. Zur Infektion 
eingesetzt wurden die Pad positiven Klone 1  3. Der Mittelwert setzt sich aus 2 Einzelversuchen mit jeweils 




Stamm Klon 22-1 61-1 Stabw22-1 Stabw-61-1
Corby 0,698 0,347 0,002 0,023
L99-343 Wildtyp 0,698 0,008 0,047 0,006
1 0,843 0,898 0,059 0,006
2 0,884 0,238 0,036 0,027
3 0,925 0,298 0,028 0,013
4 0,934 0,539 0,008 0,001
5 0,000 0,000 0,005 0,003
6 0,945 0,126 0,035 0,005
7 0,714 0,346 0,033 0,008






















Infektionsversuche  L. bozemanii Stamm L99-343    
Tabelle 7.10: Extinktion von Mak 22-1 und Mak 61-1 im Elisa nach Elektroporation mit dem Plasmid pCS31                
Tabelle 7.11: Ergebnisse der Infektion von A.castellanii mit L. bozemanii Stamm L99-343. Zur Infektion    
eingesetzt wurden die Pad positiven Klone 1,4 und 8. Der Mittelwert setzt sich aus 2 Einzelversuchen mit jeweils 




Stamm Klon 22-1 61-1 Stabw22-1 Stabw-61-1
Corby 0,742 0,485 0,040 0,037
H962 Wildtyp 0,494 0,003 0,013 0,001
1 0,930 0,964 0,037 0,011
2 0,898 0,885 0,017 0,012
3 0,937 0,952 0,011 0,001
4 0,927 0,902 0,013 0,043
5 0,938 0,963 0,014 0,006
6 0,899 0,321 0,004 0,056
7 0,920 0,591 0,010 0,016






















Infektionsversuche  L. parisiensis Stamm H962    
Tabelle 7.12: Extinktion von Mak 22-1 und Mak 61-1 im Elisa nach Elektroporation mit dem Plasmid pCS31                 
Tabelle 7.13: Ergebnisse der Infektion von A.castellanii mit L. parisiensis Stamm H962. Zur Infektion 
eingesetzt wurden die Pad positiven Klone 1,4 und 8. Der Mittelwert setzt sich aus 2 Einzelversuchen mit jeweils 




Stamm Klon 22-1 61-1 Stabw22-1 Stabw-61-1
Corby 0,612 0,485 0,014 0,014
A46 Wildtyp 0,151 0,000 0,018 0,004
1 0,095 0,788 0,019 0,081
2 0,136 0,837 0,018 0,040
3 0,155 0,998 0,011 0,136
4 0,136 0,758 0,007 0,051
5 0,112 0,469 0,018 0,071
6 0,186 0,796 0,022 0,082
7 0,165 0,757 0,022 0,142






















Infektionsversuche  L. longbeachae Stamm A46    
Tabelle 7.14: Extinktion von Mak 22-1 und Mak 61-1 im Elisa nach Elektroporation mit dem Plasmid pCS31                  
Tabelle 7.15: Ergebnisse der Infektion von A.castellanii mit L. longbeachae  Stamm A46. Zur Infektion 
eingesetzt wurden die Pad positiven Klone 1,2 und 3. Der Mittelwert setzt sich aus 2 Einzelversuchen mit jeweils 




Infektionsversuche  L. tauriniensis Stamm Kopper 11    
Tabelle 7.16: Extinktion von Mak 22-1 und Mak 61-1 im Elisa nach Elektroporation mit dem Plasmid pCS31     
Tabelle 7.17: Ergebnisse der Infektion von A.castellanii mit L. tauriniensis Stamm Kopper 11. Zur Infektion 
eingesetzt wurden die Pad positiven Klone 1,2 und 3. Der Mittelwert setzt sich aus 2 Einzelversuchen mit jeweils 
einer Doppelbestimmung zusammen.         
Stamm Klon 22-1 61-1 Stabw22-1 Stabw-61-1
Corby 0,742 0,485 0,040 0,037
Kopper 11 Wildtyp 0,330 0,007 0,004 0,003
1 1,535 0,752 0,009 0,028
2 1,552 0,719 0,068 0,011
3 1,079 0,781 0,045 0,026
4 1,313 0,660 0,071 0,011
5 1,400 0,704 0,037 0,019

















































Tabelle 7.18: Elisa mit Mak 83-1 und Mak 83-2. Angegeben sind die Mittelwerte aus je einer 
Doppelbestimmung und die Standardabweichung.                              
Abbildung 7.1: ELISA von L. pneumophila Stamm Corby und L. pneumophila Stamm Corby [pCS25] CP7 mit 
den Antikörpern 81-1 und 83-2    
Corby CP7
Corby CP7 Stabw Stabw
2,045 -0,008 0,156 0,006
1,851 -0,025 0,194 0,001
1,810 -0,014 0,001 0,021
Corby CP7
Corby CP7 Stabw Stabw
1,948 -0,006 0,083 0,005
1,883 -0,023 0,101 0,001
1,814 -0,025 0,061 0,007
Mak 83-1 




Abbildung 7.2: Alignment der DNA-Sequenzen der Zufallsmutanten mit Wildtypsequenz Orf-P16           
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Majority
10 20 30
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G ORF-P16
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(1)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(4)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(3)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(2)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(11)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(14)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(18)
A T G A G T A A A A A G T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(20)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(24)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 4(2)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 4(15)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T G G C C A C G Klon 4(1)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 5(1)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(7)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(8)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(9)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(18)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(14)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(33)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(35)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(38)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(53)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(55)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Majority
40 50 60
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T ORF-P16
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(1)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(4)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(3)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(2)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(11)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(14)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(18)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(20)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(24)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C G T Klon 4(2)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 4(15)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 4(1)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 5(1)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(7)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(8)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(9)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C G T T G G T C A G C C T Klon 7(18)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(14)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(33)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(35)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(38)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 7(53)




A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Majority
10 20 30
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G ORF-P16
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(1)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(4)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(3)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(2)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(11)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(14)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(18)
A T G A G T A A A A A G T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(20)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 3(24)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 4(2)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 4(15)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T G G C C A C G Klon 4(1)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 5(1)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(7)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(8)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(9)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(18)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(14)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(33)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(35)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(38)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(53)
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Klon 7(55)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Majority
40 50 60
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T ORF-P16
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(1)
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Klon 3(4)
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A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Klon 7(14)
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Klon 7(33)
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Klon 7(35)
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Klon 7(38)
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Klon 7(53)
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Klon 7(55)
  
Anhang
146              
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Majority
370 380 390
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A ORF-P16
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(1)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(4)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(3)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(2)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(11)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(14)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(18)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(20)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 3(24)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 4(2)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 4(15)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 4(1)
T A C A A T C A G C T A C C A A C G A A C A A A A A T C A C Klon 5(1)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(7)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(8)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(9)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(18)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(14)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(33)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(35)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(38)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(53)
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Klon 7(55)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A Majority
400 410
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          ORF-P16
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(1)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(4)
C A A T A C A T A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(3)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(2)
C A C T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(11)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(14)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(18)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(20)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 3(24)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 4(2)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 4(15)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 4(1)
A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A           Klon 5(1)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(7)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(8)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(9)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(18)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(14)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(33)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(35)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(38)
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          Klon 7(53)




Abbildung 7.3: Alignment der Aminosäuresequenzen der Zufallsmutanten gegen orfP16 original 
Wildtypsequenz            
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Majority
10 20 30
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q ORF-P16
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(1)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(4)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(3)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A S Q Klon 3(2)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(11)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(14)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(18)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(20)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 3(24)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q R V F A N S S D A T Q Klon 4(2)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 4(15)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 4(1)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 5(1)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(7)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(8)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(9)
M S K K S I F L A T L A L I F I V G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(18)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(14)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(33)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T E Klon 7(35)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(38)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(53)
M S K K S I F L A T L A L I F I F G Q P V F A N S S D A T Q Klon 7(55)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Majority
40 50 60
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K ORF-P16
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(1)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(4)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(3)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(2)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(11)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(14)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(18)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(20)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 3(24)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 4(2)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 4(15)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 4(1)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 5(1)
T K P C H C H E H K K I L N Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(7)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(8)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(9)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(18)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q E T K I K T I K Klon 7(14)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(33)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(35)
T K P Y H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(38)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(53)
T K P C H C H E H K K I L S Q L N L T Q E Q K T K I K T I K Klon 7(55)
  
Anhang
148              
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Majority
70 80 90
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L ORF-P16
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(1)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A K E K L Klon 3(4)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(3)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(2)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(11)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(14)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(18)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(20)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 3(24)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 4(2)
I Q A Q . S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 4(15)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 4(1)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 5(1)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(7)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(8)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(9)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E R I N A L I A N E K L Klon 7(18)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(14)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(33)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(35)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(38)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(53)
I Q A Q K S I K E N Y R Q L K A I K E Q I N A L I A N E K L Klon 7(55)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Majority
100 110 120
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I ORF-P16
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(1)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(4)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(3)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(2)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(11)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(14)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(18)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(20)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 3(24)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 4(2)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 4(15)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 4(1)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 5(1)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(7)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(8)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(9)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(18)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(14)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(33)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(35)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(38)
D V A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(53)
D E A K L D S L I N Q R N K I A G T M L K N R V M M K N Q I Klon 7(55)
  
Anhang
149                                
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M - Majority
130
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              ORF-P16
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(1)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(4)
Y N Q L T N E Q K S Q Y I K N M .              Klon 3(3)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(2)
Y N Q L T N E Q K S H Y K K N M .              Klon 3(11)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(14)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(18)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(20)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 3(24)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 4(2)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 4(15)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 4(1)
Y N Q L P T N K N H N T K R I C K              Klon 5(1)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(7)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(8)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(9)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(18)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(14)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(33)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(35)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(38)
Y N Q L T N E Q K S Q Y K K N M .              Klon 7(53)




Abbildung 7.4: DNA-Sequenzen der Mutanten im putativen Epitop C1  
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G Majority
10 20 30
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G ORF-P16
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS11
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS12
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS13
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS14
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS15
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS16
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS17
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS18
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS19
A T G A G T A A A A A A T C T A T C T T T T T A G C C A C G AS20
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T Majority
40 50 60
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T ORF-P16
C A C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T AS11
C T C A C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T AS12
C T C G C T T C G A T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T AS13
C T C G C T T T G T T A T T T A T C T T T G G T C A G C C T AS14
C T C G C T T T G A T A C T T A T C T T T G G T C A G C C T AS15
C T C G C T T T G A T A T T T T T C T T T G G T C A G C C T AS16
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T A T G G T C A G C C T AS17
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T C G T C A G C C T AS18
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T G A G C C T AS19
C T C G C T T T G A T A T T T A T C T T T G G T C A G T C T AS20
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A Majority
70 80 90
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A ORF-P16
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS11
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS12
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS13
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS14
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS15
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS16
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS17
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS18
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS19
G T C T T T G C C A A C T C A A G C G A C G C T A C A C A A AS20
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A Majority
100 110 120
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A ORF-P16
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS11
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS12
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS13
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS14
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS15
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS16
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS17
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS18
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS19
A C A A A G C C T T G T C A T T G C C A T G A G C A C A A A AS20
  
Anhang
151     
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A Majority
130 140 150
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A ORF-P16
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS11
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS12
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS13
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS14
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS15
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS16
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS17
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS18
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS19
A A A A T A C T C A G T C A G C T T A A T T T A A C T C A A AS20
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A Majority
160 170 180
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A ORF-P16
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS11
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS12
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS13
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS14
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS15
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS16
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS17
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS18
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS19
G A G C A A A A A A C C A A A A T C A A A A C A A T C A A A AS20
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T Majority
190 200 210
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T ORF-P16
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS11
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS12
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS13
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS14
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS15
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS16
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS17
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS18
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS19
A T A C A A G C T C A A A A A T C A A T C A A A G A A A A T AS20
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A Majority
220 230 240
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A ORF-P16
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS11
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS12
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS13
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS14
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS15
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS16
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS17
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS18
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS19
T A T A G A C A A C T T A A A G C G A T C A A A G A A C A A AS20
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A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T Majority
250 260 270
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T ORF-P16
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS11
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS12
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS13
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS14
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS15
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS16
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS17
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS18
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS19
A T C A A T G C G C T C A T T G C A A A T G A G A A G C T T AS20
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C Majority
280 290 300
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C ORF-P16
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS11
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS12
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS13
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS14
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS15
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS16
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS17
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS18
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS19
G A T G A A G C C A A G C T G G A T A G T T T A A T C A A C AS20
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A Majority
310 320 330
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A ORF-P16
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS11
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS12
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS13
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS14
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS15
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS16
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS17
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS18
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS19
C A A A G A A A T A A A A T A G C A G G G A C T A T G C T A AS20
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T Majority
340 350 360
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T ORF-P16
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS11
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS12
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS13
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS14
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS15
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS16
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS17
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS18
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS19
A A A A A T C G T G T A A T G A T G A A A A A T C A A A T T AS20
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Tabelle 7.19: Rohdaten aus ELISA von spezifischen Mutanten im Epitop C1     
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A Majority
370 380 390
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A ORF-P16
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS11
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS12
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS13
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS14
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS15
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS16
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS17
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS18
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS19
T A C A A T C A G C T A A C C A A C G A A C A A A A A T C A AS20
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A Majority
400 410
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          ORF-P16
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS11
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS12
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS13
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS14
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS15
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS16
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS17
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS18
C A A T A C A A A A A G A A T A T G T A A          AS19
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